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La courbe qui exprime le développement du poliovirus en 
fonction de la température comprend une partie horizontale qui 
correspond a la zone optimale et deux courbes descendantes 
correspondant, l’une aux températures infra-optimales, l’autre 
aux températures supra-optimales, dans chacune desquelles le 
rendement diminue et tend vers zéro {2, 4, 7]. Pourquoi le déve- 
loppement viral est-il perturbé dés que l’on s’éloigne tant soit 
peu de la trés étroite zone optimale ? Tel est le probleme trés 
simple qui sera envisagé ici. 

Notre travail s’est étendu sur plusieurs années et a déja fait 
Vobjet de quelques publications. Nous reprenons aujourd’hui 
l’ensemble des résultats dont la discussion conduira 4 des conclu- 
sions elles aussi trés simples: le cycle du développement du 
poliovirus est lié a des changements de structure ou d’état d’une 
molécule virale ; ces changements sont sous la dépendance de 


(*) Ce travail a bénéficié de ]’aide de Ja « National Foundation » des 
Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 22 mai 1961. 
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liaisons hydrogeéne ; ils s’effectuent en directions opposées durant 
la phase « primaire » et durant la phase « secondaire » du cycle ; 
c’est parce que la température gouverne l’équilibre de la réaction 
en jeu qu’elle intervient dans le développement viral. 


REMARQUES PRELIMINAIRES. — Ce que nous appelons dévelop- 
pement viral c’est l’ensemble des phénoménes qui se déroulent 
entre l’infection de la cellule-hdte et la formation de virions (par- 
ticules infectieuses). Ce que nous avons mesuré, en fait, c’est la 
production d’unités capables de donner naissance 4 des plages. 
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Fic. 1. — Développement du poliovirus type 1 en fonction de la température. En 

abscisses : températures ; en ordonnées: pourcentage du rendement. Chacun des 

points correspond au rendement en virions au cours d'une expérience a cycle 

unique. La courbe en trait plein correspond 4 un virion de rt 3795, la courbe en 
trait pointillé a un virion de rt 40°8. 


Il convient d’expliquer immédiatement ce que nous entendons 
par phase « primaire » et « secondaire » du cycle. Le cycle viral 
est divisé classiquement en deux parties : une phase d’éclipse qui 
s’écoule entre l’infection et l’apparition des premiers virions, et 
une deuxiéme phase durant laquelle le nombre de virions aug- 
mente jusqu’a la destruction de la cellule. Durant cette phase, le 
matériel génétique se multiplie, les protéines virales sont synthé- 
tisées et les virions sont formés. Elle est donc caractérisée par 
des replications, des synthéses et un processus de morphogenése. 
Cette phase de multiplication est préparée durant la phase d’éclipse 
par toute une série d’événements qui, au méme titre que la repli- 
cation du matériel génétique et la synthése des protéines, font 
partie intégrante de la phase végétative, laquelle se trouve donc 
empiéter sur la phase d’éclipse. Pour éviter toute confusion et 
par souci d’équilibre, nous désignerons par phase primaire cette 
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partie du cycle qui s’écoule entre l’adsorption des virions de la 
cellule-hdte et apparition des premiers virions fils et qui corres- 
pond a la phase d’éclipse, et par phase secondaire la partie du 
cycle durant laquelle se forment les virions. 

L’expression « sensibilité du développement viral a la tempé- 
rature », parce qu’elle reviendra souvent, sera représentée par 
le sigle SDT. Lorsque la SDT est modifiée par des mutations, 
l’ensemble de la courbe est déplacée vers la gauche ou vers la 
droite selon que les mutants ont été sélectionnés a température 
infra-optimale ou supra-optimale (fig. 1). La diminution de la 
psychrosensibilité est accompagnée d’une diminution de la thermo- 
résistance et vice versa augmentation de la thermorésistance est 
corrélative d’une augmentation de la psychrosensibilité. Entre des 
souches « froides » capables de se reproduire 4 température basse, 
par exemple 25°, et des souches « chaudes » qui peuvent se repro- 
duire a 41°, il existe toute une série d’intermédiaires. La nécessité 
d’une notation quantitative s’imposait et nous avons proposé de 
définir la SDT par la température supra-optimale qui réduit le 
rendement de 90 p. 100: c’est le « rt » (Lwoff [8]). Bien entendu, 
c’est l'ensemble de la courbe qui seule exprime la SDT ; une for- 
mule compléte devrait donner l’étendue de la zone optimale et 
l’équation des courbes correspondant aux zones infra- et supra-. 
optimales. Ce degré de précision est, pour le moment, superflu. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Nous avons mis en ceuvre essentiellement deux souches de _ polio- 
virus du type I, l’une de rt 38°5, l’autre de rt 40°8. Nous avons utilisé 
des suspensions de cellules KB agitées en fioles d’Erlenmeyer dans des 
bains-marie dont les variations de température ne dépassent pas + 0°05. 

Les virions sont titrés par numération des plages obtenues sur 
cellules KB (technique de Cooper [41]). Le titrage est effectué aprés trois 
congélations (— 70°) et décongélations (+ 36°) successives. Les chiffres 
donnés correspondent donc a l’ensemble des particules libres et intra- 
cellulaires capables de former des plages. 


L’EFFET DES TEMPERATURES INFRA-OPTIMALES. 


A. RappeL DE QUELQUES DONNEES. — Rappelons que si des cel- 
lules infectées sont maintenues a températures supra-optimales 
pendant trois heures, puis transférées a température optimale, 
le développement du virus se produit quasi normalement. Si, au 
contraire, des cellules infectées maintenues a température opti- 
male sont transférées 4 température supra-optimale aprés la troi- 
siéme heure, quelques virions sont bien formés, mais le dévelop- 
pement viral s’arréte rapidement (Lwoff et Lwoff [4)). 
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Nous avons conclu de ces expériences que les températures 
supra-optimales intervenaient peu durant la phase primaire, mais 
bloquaient une ou plusieurs des phases tardives du cycle viral. 
Nous appuyant sur des expériences alors inédites, nous avons indi- 
qué {2} que les températures infra-optimales semblaient agir sur 
une phase précoce du cycle. Ce sont ces expériences que nous 
allons décrire. 


B. DiivELOPPEMENT ALTERNE A TEMPERATURE INFRA-OPTIMALE, 
PUIS OPTIMALE. — La figure 2 montre le développement viral dans 
les cellules KB infectées par un virus de rt 40°8 et maintenues 
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Fic. 2. — Développement alterné a température infra-oplimale, puis optimale. Des 

suspensions de cellules infectées avec du poliovirus (type I, rt 40°8) sont introduites 

& raison de 10 ml dans des fioles d’Erlenmeyer qui sont agitées dans des bains- 

marie. L’une des fioles est placée 4 37°, l'autre est laissée d’abord & 29° pendant 
trois heures, puis transférée 4 37°. 


durant trois heures a 29°, puis transférées a 37°. La courbe du 
développement viral est décalée de trois heures par rapport au 
témoin placé 4 37° dés le début de l’expérience. Dans deux autres 
expériences, la durée de séjour 4 29° a été de cent soixante 
minutes et la courbe a 37° s’en est trouvée décalée de cent soixante 
minutes. 


Les cellules infectées maintenues 4 29° pendant cent soixante 
ai cent quatre-vingts minutes se comportent done lorsqu’on les 
transfere 4 87° comme des cellules venant d’étre infectées. Tout 
se passe comme si le développement 4 29° de la souche de rt 


40°8 était nul ou trés lent. 
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C. DEVELOPPEMENT ALTERNE A TEMPERATURE OPTIMALE PUIS INFRA- 
OPTIMALE. — On réalise essentiellement l’expérience inverse de 
celle décrite dans le paragraphe précédent. Le poliovirus de rt 
40°8 ne se développe pas du tout a 27° et son développement, 
trés lent et trés réduit, ne commence A 29° que vers la douziéme 
heure. On voit (fig. 3) qu’aprés un séjour de trois heures a 37°, 
il y a formation de virions & 29° et méme a 27°. Un processus a 
done été déclenché et s’est déroulé a 37°. Une fois accompli, ce 
processus permet la formation de virions A 29° et A 27°. 
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Fic. 3. — Développement alterné & température optimale, puis infra-optimate. 


Des suspensions de cellules infectées sont agitées 4 37°, puis transférées a 29° aprés 
trois heures et trois heures trente, 4 27° aprés trois heures. Les cellules infectées 
placées d’emblée a 29° et 27° ne montrent pas de virions 4 la douzitme heure. 


Dans une autre série d’expériences (fig. 4), le transfert de fioles 
de 37° a 29° se fait a temps divers. On voit que si les cellules 
infectées sont restées deux heures trente 4 37° (c’est la durée de 
la phase primaire a cette température), des virions sont formés 
malegré le transfert 4 29°. Si le séjour 4 37° a été de deux heures 
ou de une heure trente, la phase primaire se trouve prolongée 
respectivement de une heure trente et de trois heures. La forma- 
tion de virions sera ici particuliérement lente et le rendement final 
respectivement 3,3 et 1,6 p. 100 de celui du témoin maintenu a 37°. 

Un phénomeéne particulicrement sensible aux températures 
infra-optimales prend donc place dans la derniere partie de la 
phase primaire. 

De cet ensemble de données, il résulte que les températures 
infra-optimales affectent tout particuliérement la phase primaire 
du développement viral. Lorsque les phénoménes correspondant 


474 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a ces stades se sont déroulés a 37°, le développement viral peut 
continuer a 29°. Sans doute la vitesse du développement viral 
est-elle diminuée ainsi que le rendement final. Les températures 
infra-optimales n’affectent done pas uniquement la phase primaire 
du développement de la souche de rt 40°8. 
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Fic. 4. — Développement alterné 4 température optimale, puis infra-optimale. Méme 


type d’expérience que celle décrite dans la fig. 3. Le transfert de 37° & 29° a 

lieu aprés des séjours variables & 37°. Dans le témoin laissé & 29° dés l’infection, 

la formation des virions est tout juste amorcée & la douzitme heure. Cette formation 

commence 4 cing heures trente aprés une heure trente de séjour 4 37°, & quatre 
heures aprés deux heures de séjour a 37°. 


Une souche de rt 40°8 se développe a peine a 29° et pas du 
tout a 27°, alors qu'une souche de rt 37°3 se multiplie a 27° et 25°. 
Cela ne veut pas dire pour autant que les températures basses 
soient sans effet sur les souches de rt bas. A 29°, la phase d’éclipse 
d'une souche de rt 38°5 est prolongée, la vitesse de développe- 
ment ralentie et le rendement diminué, mais les trois phénoménes 


sont naturellement d’autant moins affectés que le rt de la souche 
est plus bas. 
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Discussion. 


Lorsqu’on tente de comprendre les effets de la température sur 
le développement viral, l’idée la plus simple qui vient a l’esprit 
est que ces effets sont dus a des perturbations de la physiologie 
de la cellule hdte. Cette hypothése ne résiste pas a l’analyse. En 
effet, on peut obtenir par sélection a température progressive- 
ment décroissante des mutants « froids » (rt 37°3) qui se dévelop- 
pent a 25°, et par sélection 4 température progressivement crois- 
sante des mutants « chauds » (rt 40°8) qui se développent a 41°. 
Dans le cas particulier, la possibilité pour un virus de se déve- 
lopper a basse ou a haute température dépend donc du géno- 
type viral. L’hypothése que la physiologie de la cellule héte, 
pour importante qu’elle puisse étre, interviendrait dans le cas 
précis qui nous occupe, pouvait étre et avait été rejetée (Lwoff [4)). 


Des expériences décrites précédemment [2, 4] avaient conduit a 
admettre que les températures élevées bloquent une étape secon- 
daire du cycle viral et sont sans effet notable sur la phase primaire. 
Les expériences relatées ici montrent que les températures infra- 
optimales inhibent essentiellement un ou plutot des phénoménes 
appartenant a la phase primaire. Or, le rt d’une souche peut étre 
modifié par des mutations. Lorsque, a la suite d’une mutation, 
le rt est augmenté, c’est-a-dire lorsque la thermosensibilité de la 
SDT est diminuée, la psychrosensibilité augmente corrélativement 
et vice versa. C’est toute la courbe du développement viral en 
fonction de la température qui est déplacée vers la droite ou vers 
la gauche selon que la sélection des variants a eu lieu a tempé- 
rature supra- ou infra-optimale (fig. 1). 


C’est en nous fondant principalement sur les résultats alors 
inédits publiés aujourd’hui que nous avions offert une interpréta- 
tion de l’incompatibilité entre psychro- et thermosensibilité. Une 
structure était en jeu, pensions-nous, qui, lorsqu’elle permet le 
déroulement d’une réaction a température infra-optimale, est 
incompatible avec le déroulement d’une autre réaction a tempéra- 
ture supra-optimale et vice versa. ‘L’hypothése d’un changement 
d’équilibre d’une réaction réversible était envisagée, changement 
d’équilibre étroitement dépendant de la température. L’étude des 
effets de l’eau lourde sur le développement viral et sur sa sensi- 
bilité thermique {5, 6] devait montrer son bien-fondé, permettre 
de la préciser et de la développer. Ce probleme sera discuté dans 
un prochain mémoire [7]. 
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REsuME. 


1° Les températures infra-optimales bloquent une étape de la 
phase primaire du cycle viral et permettent le déroulement de la 
phase secondaire. 

2° Les températures supra-optimales bloquent une étape de 
la phase secondaire du développement viral et permettent le 
déroulement de la phase primaire. 

3° La sensibilité du développement viral a la température (SDT) 
est exprimée par le sigle rt qui correspond a la température 
supra-optimale 4 laquelle le rendement est diminué de 90 p. 100. 

4° Le rt, done la SDT, peuvent étre modifiés par des mutations 
virales. 

5° Un événement mutationnel déplace la totalité de la courbe 
exprimant la SDT. Il affecte a la fois la psychrosensibilité et la 
thermosensibilité en directions opposées : lune augmente lors- 
que lVautre diminue et vice versa. 

6° Une mutation affecte une seule molécule qui intervient durant 
la phase primaire et la phase secondaire du cycle viral. 

7° Une réaction réversible affectant cette molécule a leu en 
directions opposées durant la phase primaire et la phase secon- 
daire du cycle viral. 


SUMMARY. 


CycLIC EVENTS IN THE VIRAL CYCLE. 


I. — EFFects oF TEMPERATURE. 


1. Infra-optimal temperatures block a step in the primary 
phase of the viral cycle and allow the completion of the secon- 
dary phase. 


2. Supra-optimal temperatures block a step in the secondary 
phase of viral development and allow the completion of the pri- 
mary phase. 


_ 3. The sensitivity of viral development to temperature (SDT) 
is expressed by the sigla rt which corresponds to the supra- 
optimal temperature at which the yield is decreased by a factor 
90 p. 100. : 


} 


4. The rt, hence the SDT, can be modified by viral mutations. 


_9, One mutational event shifts the totality of the curve expres- 
sing the SDT. It affects at the same time the psychrosensitivity 
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and the thermosensitivity in opposite directions : one increases 
when the other decreases and vice versa. 


6. One mutation apparently affects one viral molecule which 
takes part in both the primary and the secondary phase of the 
viral cycle. 

7. A reversible reaction affecting this molecule takes place in 
opposite directions during the primary and the secondary phase 
of the viral cycle. 
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LES EVENEMENTS CYCLIQUES DU CYCLE VIRAL 
Il, — LES EFFETS DE L’EAU LOURDE (’) 


par André LWOFF et Marguerite LWOFF (**). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne) 


INTRODUCTION. 


Nous avons étudié les effets de la température sur le dévelop- 
pement du poliovirus et abouti a la conclusion que les tempéra- 
tures supra-optimales et infra-optimales agissaient 4 deux phases 
différentes, primaire et secondaire, du cycle viral. Il a été montré 
par Carp, Kritchevsky et Koprowski [4] que l’eau lourde com- 
pense l’effet des températures élevées sur le développement du 
poliovirus. Cela nous conduit donc tout naturellement a étudier 
les effets de l’eau lourde sur le développement du poliovirus en 
fonction de la température. Les auteurs américains ont annoncé 
aussi que : 1° D,O augmente le rendement a 37° {4, 2]; 2° D,O 
augmente la durée de la phase latente [4] ; 3° le virus s’étant déve- 
loppé 4 40° en présence de D,O est héréditairement modifié [4,2]. 

Nous avons confirmé [8, 4] le fait que l’eau lourde compense 
Veffet des hautes températures et analysé son action en fonction 
des différents facteurs. Les résultats essentiels, publiés sous 
forme condensée, sont décrits ici de facon détaillée. 


TECHNIQUES. 


Toutes nos expériences ont été réalisées avec divers mutants du polio- 
virus de type I. L’échantillon de D,O que nous avons utilisé a été 
purifié par passage sur colonne de « Dowex 50, forme acide ». Sa teneur 
en H,O était, aprés l’opération, de 1,7 p. 100. La stérilisation a été 
obtenue par autoclavage en ampoules scellées. Pour les expériences, 
Veau lourde était ajoutée A un milieu nutritif concentré et la concen- 
tration finale ajustée par addition d’eau bidistillée. Comme dans les 
expériences précédentes [5], toutes nos conclusions sont fondées sur 
le résultat d’expériences 4 cycle unique. 


(*) Ce travail a bénéficié de l’aide de la « National Foundation » des 
Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 22 mai 1961. 
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* 
x * 


Avant d’aborder la description de nos expériences, il convient 
d’indiquer que de multiples facteurs interviennent dans les effets 
de l’eau lourde : 1° la température a laquelle Je virus se déve- 
loppe ; 2° la concentration en D,O; 3° le rt de la souche virale ; 
4° le temps auquel l’eau lourde est mise en ceuvre. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR L’EFFET D,O. — IL’expérience 
représentée sur la figure 1 montre clairement que, pour une souche 
de rt 38°5, l’eau lourde augmente Je rendement a 39°5 et le dimi- 
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Fic. 1. — Développement, en fonction de la température et de la concentration en 

eau lourde du poliovirus I de rt 38°5. L’eau lourde a été ajoutée immédiatement 

apres l'infection des cellules. En abscisses, les heures; en ordonnées, le nombre 
d’unités formant des plages par ml (u. f. p.). 


nue a 33°. L’ensemble de nos expériences permet de donner une 
expression beaucoup plus générale: de cette conclusion : l’eau 
lourde augmente le rendement viral aux températures supra- 
optimales et le diminue aux températures infra-optimales. Que se 
passe-t-il dans la zone de température optimale ? Dans les condi- 
tions de nos expériences, nous n’avons jamais observé d’aug- 
mentation de rendement, quelle que soit, notons-le, la concentra- 
tion de D,O (concentrations étudiées, en pourcentage de D,O: 
85, 70, 60, 50, 40, 25, 10 et 5). Il est arrivé parfois qu'une légére 
augmentation de rendement soit observée a 37° pour la souche 
de rt 38°5. Il convient cependant de noter que la température de 
37°, contrairement a l’opinion courante, n’est pas une tempéra- 
ture optimale pour toutes les souches de poliovirus, et, qu’en 
particulier, pour les souches de poliovirus de rt 38°5, elle corres- 
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pond a la zone supra-optimale. La proposition selon laquelle 
Yeau lourde augmente Je rendement en virus demande donc a 
étre sérieusement nuancce. 

Done D,O diminue le rendement dans la zone de température 


Fic. 2. — Développe- 
ment en fonction de 
la iempérature d'une 
souche de rt 38°53, 
dans un milieu nor- 
mal (H,O) et en pré- 
sence de DO a 
50 p. 100. 
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Fic. 3. — Développe- 
ment en fonction de 
la température d'une 
souche de rt 40°8, 
dans un milieu nor- 
mal ( H,O) et en 
présence de D,O 4@ 
50 p. 100. 
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infra-optimale et Vaugmente dans la zone supra-optimale. En 
présence de D,O, toute la courbe du développement viral en fonc- 
tion de la température est décalée vers les températures hautes 


(fig. 2 et 3). Tout se passe comme si l’eau lourde diminuait la 
température apparente. 
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INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN D,O. — Dans l’expérience 
représentée sur la figure 4, le rendement a 39°5 a été plus élevé 
en D,O0 475 p. 100 qu’en D,O a 50 p. 100. Des résultats similaires 
ont été observés avec D,O a 85 p. 100 et a 60 p. 100. Cepen- 
dant, dans 4 expériences sur 10, le rendement a 39°5 de la souche 
de rt 38°5 a été plus élevé pour une concentration de D,O 
50 p. 100 que pour les concentrations supérieures. Cet effet 
pourrait étre du a une toxicité de D,O pour le systéme cel- 
lule/virus. Le mécanisme de cette toxicité, d’ailleurs incons- 
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Fic. 4. — Effet de Veau lourde aux températures infra-oplimale, optimale et supra- 
optimale en fonction de la concentration. 


tante dans les conditions de nos expériences, n’a pas été élu- 
cidé. Nous avons alors recherché la concentration maximum 
de D,O qui donne le rendement le plus élevé aux températures 
supra-optimales et avons alors utilisée a l’exclusion des autres. 
Le rendement aux températures supra-optimales est dans l’ordre 
50 > 40 > 25 > 10 > 3, les chiffres représentant le pourcentage 
de D,O dans le milieu (1). C’est done la concentration 50 p. 100 
qui a été choisie. Bien entendu, aux températures infra-optimales, 
leffet dépresseur de D,O sur le développement viral est d’autant 
plus faible que la concentration est plus basse. 


(1) Dans une expérience seulement sur 20, le rendement a été plus 
élevé 4 37° avec D,O 25 p. 100 qu’avec D,O 50 p. 100. 
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Erret pe D,O sur LA DUREE DE LA PHASE D’ECLIPSE. — L’examen 
des courbes révéle que la durée de Ja phase d’éclipse ou phase 
primaire est augmentée en présence de D,O. L’importance de 
cet effet est d’autant plus grande que la concentration en D,O 
est plus élevée. Il dépend aussi de la température. C’est ainsi 
que, pour un virus de rt 38°5, D,O a 50 p. 100 augmente considé- 
rablement la durée de la phase primaire a 33°, alors que l’effet est 
faible 4 87°. Pour un virus de rt 40°8, l’effet sera considérable 
a 37° et faible a 41°. Il apparait ainsi d’ores et déja que leffet 
de D,O a 87° dépend du rt du virus. A température donnée, 
optimale ou infra-optimale, l’augmentation de la durée de la 
phase primaire est d’autant plus grande que le rt est plus élevé. 


Erret pE D,O EN FoncTIoN pu rt. — Il a été indiqué dans les 
paragraphes qui précédent que l’effet de l’eau lourde sur le 
rendement A une température donnée dépendait du fait que cette 
température était comprise dans la zone infra- ou supra-optimale. 
L’ensemble de nos expériences montre qu’a une température 
donnée, l’effet de l’eau lourde sur le rendement dépend du rt de 
la souche virale en jeu. On a vu aussi que l’augmentation de la 
durée de la phase primaire est, 4 rt égal, d’autant plus impor- 
tante que la température est plus basse, et a température égale, 
d’autant plus importante que le rt est plus élevé. 

On l’a déja dit, ’eau lourde a pour effet de diminuer la tem- 
pérature apparente et de déplacer l’ensemble de Ja courbe expri- 
mant la SDT. De plus, les courbes de SDT en lVabsence et en 
présence de D,O se croisent et la position du point d’intersec- 
tion est fonction du rt (fig. 2 et 3). Toute conclusion concernant 
Veffet de l'eau lourde sur le développement viral doit done néces- 
sairement tenir compte de la position de la température consi- 
dérée sur la courbe de SDT. 

D,O ET LA PHASE INITIALE DU 
CYCLE VIRAL. — On a vu que les 
températures basses augmentent la 
durée de la phase primaire du 
cycle viral. L’augmentation de la 
durée de la phase primaire par 
eau lourde laissait supposer que 


log. virions /ml 


4,0 36° 
de 04 3n30 


heures 


Fic. 5. — L’eau lourde 4 50 p. 100 

ajoutée trois heures trente aprés 

Vinfecltion est sans effet sur le 

développement & 86° de poliovirus 
de rt 385, 


celle-ci agissait, aux températures 
infra-optimales, sur la phase ini- 
tiale du développement. 

Dans lexpérience représentée 
sur la figure 5, on a laissé les cul- 
tures infectées 4 36° pendant trois 
heures trente en H,O et D,O a été 
ajouté a ce moment a l’une des 
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fioles. ‘Le développement viral a été le méme en présence et en 
Vabsence de D,O. II s’agit, en l’occurrence, d’un virus de rt 38°5. 

Ce type d’expérience a été répété avec des virus de rt 40°8 
(fig. 6). Quatre fioles ont été laissées (en H,O) A 37° pendant trois 
heures. On ajoute alors le D,O dans deux des fioles. Une paire 


6 


log. virions/m| 


en HO de Oa 3h. 437° en HO deOa3h 


335° Sie 
heures heures 
4 6 8 10 4 6 8 10 


Fic. 6. — Influence d’une pré-incubation & 37° dans un milieu normal sur les effets 
de D,O & 33 et @ 37°, Dans les deux figures supérieures on voit effet de D,O, 
ajouté immédiatement aprés l'infection, sur le développement & 33 et a 37°. On 
notera l’augmentation importante de la durée de la phase primaire. La figure 
inférieure gauche correspond au développement viral dans des cellules maintenues 
a 37° pendant trois heures en milieu normal, puis transférées 4 33° en milieu 
normal (courbe en trait plein) et en présence de D,O a 50 p. 100 (tirets). La 
figure inférieure droite correspond au développement 4 37° en milieu normal et au 
développement 4 37° en présence de D,O a 50 p. 100 aprés trois heures & 37° en 
milieu normal (tirets). 
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de fioles (11,0 et D,O) est laissée 4 37°, l’autre paire transférée 
4 33°. Le développement viral se produit a vitesse sensiblement 
identique en milieu normal avee H,O et en milieu avec D,O a 87°, 
et le rendement final est le méme. A 33°, il y a un léger décalage. _ 
On voit aussi sur la figure que l’effet de D,O ajouté a temps O, 
& une souche de rt 40°8, est considérable 4 37° et plus marqué 
encore a 33°. Cette expérience montre que, si le développement 
viral s’est poursuivi pendant trois heures en H,O a 37°, leffet 
de D,O ajouté ensuite est nul (37°) ou trés réduit (33°). Une fois 
passée la phase primaire, l'eau 
lourde est sans action notable sur 
le développement. 

Dans cette expérience, notons- 
le, le rendement final des cultures 
laissées trois heures 4 37°, puis 
transférées 4 33°, a été le méme 
qu’a 37°, alors que, si le dévelop- 
pement a lieu entiérement a 33°, 
le rendement est 7 p. 100 envi- 
ron du rendement a 37°. Dans 
d'autres expériences de méme 
type, le rendement a 33°, apres 


Jog. virions/ml (rt=38°5) 


heures 


: 2 e ig le trois heures 4 37°, a varié entre 
Fic. 7. — Effet de D,O ajouté a 30 a 60 p. 100 au maximum. Il 
temps divers sur le développement est clair que les événements qui 
du poliovirus @ 33°. Le retard du : . 
développement est d’autant moins se déroulent durant la phase pri- 
marqué que l'eau lourde a_ été maire tiennent sous leur dépen- 
ajoutée plus tardivement {D,O a dance, non seulement la possi- 


50 p. 100). bilité méme du développement 


viral, mais son importance quan- 

titative. Cette phase primaire, 

pour un virus de rt 38° 5, est environ de quatre heures a 33°. 

L’expérience représentée sur la figure 7 montre que, ainsi qu’on 

pouvait s’y attendre, plus D,O est ajouté tardivement, moins I effet 

sur la durée de la phase primaire est marqué. Done l’eau lourde 

en tant que facteur agissant sur le développement viral aux tem- 

pératures infra-optimales exerce son action sur la phase primaire 
du cycle. 

En est-il de méme aux températures supra-optimales ? 


Action bE D,O AUX TEMPERATURES SUPRA-OPTIMALES. — L’examen 
de la figure 8 montre que, pour une souche de rt 38°5, le déve- 
loppement viral est sensiblement le méme a 39°5 que l’eau lourde 
ait été ajoutée & temps O ou trois heures aprés V’infection. Si 
eau lourde est ajoutée une heure aprés l’infection, le dévelop- 
pement est moins rapide que si l’addition est effectuée a trois 
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log. virions/ml r 
(rt=38°5) 020 a mes 


heures 
2 4 6 8 10 12 


Fic. 8. — Influence de D,O (50 p. 100) ajouté & temps divers sur le développement 

& 39°5 d'une souche de rt 385. On voit que le développement est le méme que 

D,O soit ajouté a temps 0 ou aprés trois heures. Par contre, le développement est 
: retardé si D,O est ajouté aprés une heure (voir texte). 


heures. Il ne s’agit pas la d’un accident : ce phénoméne est cons- 
tant et nous n’en avons pour le moment aucune interprétation. 

Dans une autre expérience (fig. 9), D,O a été ajouté 4 temps O 
et quatre heures aprés l’infection respectivement. On voit que la 
courbe correspondant a l’addition 4 temps O est décalée par 
rapport a la courbe quatre heures, décalage trés peu marqué a 
39°5. On voit aussi que l’addition 4 quatre heures permet un 
développement rapide du virus 4 39°5 cependant que le dévelop- 
pement est a peu prés bloqué dans le témoin. 


log.virions/ml ° 
ts 38°9) 33 


heures 
2-46. 987 JO Cea 6) “Sa jon ite 


Fic. 9. — Influence de D,O ajouté a zéro et quatre heures sur le développement 

du poliovirus (rt 38°5) & 33 et 39°5. D,O (concentration finale : 50 p. 100) ajouté a 

temps 0 retarde considérablement le développement & 33°: l’effet sur le dévelop- 

pement est négligeable si D,O est ajouté 4 quatre heures. A 39°5, le développe- 

ment est sensiblement le méme que D,O soit ajouté 4 zéro ou a quatre heures. La 

courbe correspondant A l’addition 4 temps 0 est cependant légérement décalée vers la 
droite (augmentation de la durée de la phase primaire). 
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Nous savions déja que les températures supra- -optimales ne 
perturbent pas la phase primaire. On voit que l’action bénéfique 
de D,O sur le développement viral 4 ces temperatures supra- opti- 

males s’exerce sur la phase secondaire du cycle. 


; a | %erendement 
a 7: 


100 


Fie. 10. — Influence de D,O sur le développement viral aux températures supra- 
optimales. Souche de rt 38° (concentration en D,O: 50 p. 100). 


LA PRE-INCUBATION DE CELLULES EN PRESENCE DE D,O MopIFIE- 
T-ELLE LE DEVELOPPEMENT VIRAL ? — Nous avons laissé des cellules 
KB en milieu nutritif : a) pendant six jours en D,O & 50 p. 100; 
b) pendant quatre jours en D,O a 25 p. 100, puis deux jours a 
50 p. 100; c) pendant huit jours en D,O a 25 p. 100. Dans cha- 
que cas, les cellules ont été ensuite lavées, infectées et le déve- 
loppement de la souche de rt 38°5 suivi a 33, 87 et 39°5 en milieu 
normal d’une part, et additionné de D,O a 50 p. 100 d’autre part. 

Le rendement a 39° par rapport 4 Voptimum a été respecti- 
vement 0,45, 0,70 et 0,75 p. 100, c’est-a-dire le méme que lorsque 
les cellules n’ont pas été pré-incubées en présence de D,O. De 
plus, dans chaque cas, D,O a exercé son action caractéristique : 
forte augmentation de la durée de la phase primaire a 33°, 
augmentation du rendement a 39°5. 

Rappelons que l’eau lourde agit immédiatement sur le dévelop- 
pement viral, méme lorsqu’elle est ajoutée trois heures aprés 
Vinfection. Des protons facilement échangeables sont certaine- 
ment en jeu. Le fait que la pré-incubation des cellules en D,O ne 
modifie pas le développement viral en fonction de la température 


LES EVENEMENTS CYCLIQUES DU CYCLE VIRAL 487 


est en accord avec toutes les données. Cela n’exclut pas, bien 
entendu, la possibilité qu'une deutération prélable des cellules 
puisse favoriser telle ou telle phase du développement viral. 


EFFETS D’UN DEVELOPPEMENT VIRAL INITIAL EN PRESENCE DE D,O. 
— Dans une série d’expériences le poliovirus (rt 38°5) se déve- 
loppe durant trois heures en présence de D,O a 50 p. 100 a 36° et 
a 39°5. A la troisiéme heure, les suspensions cellulaires sont 
diluées dix fois respectivement en milieu avec D,O a 50 p. 100 
et en milieu normal dans lequel la concentration en D,O sera 
done de 5 p. 100. On suit le développement a 36° et A 39°5. 

A 36°, en présence de D,O a 50 p. 100, le développement est 
légérement plus lent qu’avee D,O &5 p. 100. A 39°5, le dévelop- 
pement en présence de D,O 4 50 p. 100 se poursuit cependant que 
le développement en D,O a5 p. 100 est quasiment bloqué. L’eau 
lourde a5 p. 100 n’exerce, nous l’avons constaté d’autre part, 
qu’un effet minime sur le développement du poliovirus a 39°5. 
On peut donc conclure que les effets des températures supra- 
optimales sur le poliovirus en l’absence de D,O ne sont pas modi- 
fiées de facon mesurable par un développement préalable de trois 
heures en présence d’eau lourde a 50 p. 100. 

Force nous est de conclure a nouveau que les effets de Veau 
Jourde ne se manifestent que pour autant que celle-ci est pré- 
sente durant le développement viral. 


LES EFFETS DU DEVELOPPEMENT VIRAL EN PRESENCE DE D,O sont- 
ILS TRANSMIssIBLES ? — I] a été annoncé par Carp, Kritchevsky et 
Koprowski [4, 2] que des virions qui s’étaient développés a 40° 
en présence de D,O étaient moins sensibles a des températures 
élevées que la souche originelle. Ceci voudrait dire que le déve- 
loppement en présence de D,O modifie le génotype viral. 

Nous avons infecté des cellules KB et le développement viral 
s’est déroulé a 40° en présence de D,O a 50 p. 100 durant un 
seul cycle, ceci pour éviter la sélection de mutants. 

Des cellules ont été ensuite infectées avec les virions ainsi 
obtenus et le développement viral suivi 4 36 et a 39°5. Le virus 
qui s’était développé en présence de D,O a 40° s’est comporté 
comme le virus originel, c’est-a-dire a été inhibé de la méme 
facon que celui-ci. L’eau lourde ne provoque donc pas de mod)- 
fication du rt, c’est-a-dire n’induit pas de changement du géno- 
type. 


* 
kk 


L’ensemble des données concernant l’action de l’eau lourde et 
celle de la température sur le développement viral sera discuté 
dans un mémoire ultérieur (Lwoff et Lwoff [5)). 
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RésuME. 


1° D,O augmente le rendement en virions aux températures 
supra-optimales et diminue le rendement aux températures infra- 
optimales. 

2° L’effet dans un sens ou dans l'autre est naturellement d’autant 
plus marqué que la concentration est plus élevée. 

3° D,O augmente la durée de la phase primaire. Cette augmen- 
tation est d’autant plus importante que la température est plus 
basse et que le rt de la souche est plus élevé. 


4° Pour une température supra-optimale donnée, l’effet de D,O 
sera d’autant plus marqué que le rt est plus bas. 


5° Pour une température infra-optimale donnée, l’effet de D,O 
sera d’autant plus marqué que le rt est plus élevé. 


6° D,O, en tant qu’agent augmentant les effets des tempéra- 
tures infra-optimales, agit sur Ja phase primaire du cycle. 


7° Une fois passée la phase primaire, D,O ne modifie pas la 
vitesse du développement viral. 


8° D,O en tant qu’agent diminuant les effets des températures 
supra-optimales agit sur la phase secondaire du cycle. 


9° La pré-incubation des cellules en présence de D,O ne modifie 
pas le développement viral en fonction de la température. 


10° Un développement de trois heures en présence de D,O est 
sans effet sur le développement viral ultérieur en l’absence de D,O. 


11° Les virions formés 4 température supra-optimale en pré- 
sence de D,O ne montrent pas de modifications du génotype. 


SUMMARY 


CycLIC EVENTS IN THE VIRAL CYCLE. 


I]. — Errects OF HEAVY WATER. 


1. D,O increases the viral yield at supra-optimal temperatures 
and decreases it at infra-optimal ones. 


2. The effect in one or the other direction is all the more 
marked that the concentration of D,O is higher. 


_ 3. D,O increases the duration of the primary phase. This 
increase is all the more important that the temperature is lower 
and that the rt of the strain is higher. 
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4. For a given supra-optimal temperature, the effect of D,O 
is all the more higher that the rt of the strain is lower. 


5. For a given infra-optimal temperature, the effect of D,O is 
all the more marked that the rt of the strain is higher. 

6. D,O as an agent increasing the effects of infra-optimal tem- 
peratures acts on a primary phase of the viral cycle. 

7. Once the primary phase completed, D,O does not affect the 
rate of viral development. 

8. D,O as an agent decreasing the effect of supra-optimal tem- 
peratures acts on the secondary phase of the viral cycle. 


9. The pre-incubation of cells in the presence of D,O does not 
modify the viral development as a function of the temperature. 


10. A development of three hours in the presence of D,O is 


without effect on the subsequent viral development in the absence 
of DO. 


11. Virions developed at supra-optimal temperature in the pre- 
sence of D,O do not show a modified genotype. 
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LES EVENEMENTS CYCLIQUES DU CYCLE VIRAL 


Ill. — DISCUSSION (°) 


par André LWOFF et Marguerite LWOFF (**). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne) 


INTRODUCTION. 


Avant de joindre au fond le probléme des effets de la tempé- 
rature et de l’eau lourde sur le développement viral, il convient 
de rappeler briévement quelques données élémentaires. Un virus, 
c’est essentiellement le cycle évolutif de son matériel génétique [45]. 
En fait, les diverses définitions des virus, virion se reproduisant 
a partir de son seul matériel génétique {44, 16] ou matériel géné- 
tique capable de reproduire un virion {42, 43], tiennent compte 
de la nature cyclique du processus. 

Un cycle sous-entend une succession d’étapes ou de phases, la 
dermiére étant nécessairement identique a la premiére. Le choix 
de lVorigine est une affaire de godt. On peut jeter son dévolu 
sur le matériel génétique, qu’il soit emprisonné dans la capside 
ou libre dans le cytoplasme de la cellule héte. On peut aussi 
choisir le virion, type unique d’entité infectieuse ; unique par sa 
structure, sa constitution chimique, sa physiologie et sa propriété 
la plus originale : la reproduction a partir du seul matériel géné- 
tique. Tout choix sera acceptable pourvu que l’on n’oublie point 
lessentiel : une entité ne peut tre reconnue pour virale que si un 
virion a été détecté dans son cycle {44}. Parce que le virion est 
le déterminant de la nature virale, nous préférons prendre pour 
origine le virion. Ce qui est important ce n’est pas le point de 
départ, mais la nature cyclique du processus. 

Le développement d’un virus est un phénoméne dynamique qui 
comprend une succession d’événements : 1° ouverture de la 
capside qui doit dépendre de la séparation des capsomeres ; 
2° libération du matériel génétique ; 3° dépliement du matériel 


(*) Ce travail a bénéficié de l’aide de la « National Foundation » des 
Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 22 mai 1961. 
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génétique replié ; 4° synthése des protéines virales ; 5° replica- 
tion du matériel génétique ; 6° repliement du matériel génétique ; 
7° organisation des protéines en capsoméres ; 8° organisation 
des capsomeres en capside autour du matériel génétique replié, 
c’est-a-dire morphogenése du virion. 

Le développement d’un virion étant un phénoméne cyclique, 
un événement au moins doit étre réversible et se dérouler alter- 
nativement dans des directions opposées. Ce processus sera appelé 
V« événement cyclique » ou l’« événement réversible », sans 
toutefois que le singulier implique son unicité. 

La zone de développement optimale du poliovirus est réduite 
a3 ou 4°. Au-dela ou en deca, un changement de 3 a 4° entraine 
une diminution du rendement d’environ 99 p. 100. Une trés faible 
différence de température produit done un effet considérable. 
Pour discuter utilement le probléme du mécanisme des effets de 
la température et de l’eau lourde sur le développement viral, 
nous serons obligés de faire appel 4 un modeéle. 


Le MODELE. 


Le modéle est fourni par la réaction : enroulement au hasard 
<=> o-hélice du poly-y-benzoyl-L-glutamate étudié par Doty et 
Yang {4]. Ce changement a lieu dans une zone étroite de tempé- 
rature biologique. Une différence de quelques degrés C au-dessus 
ou au-dessous de la température de transition modifie considéra- 
blement la fraction de chacun des états. La température de tran- 


+10 


+5 


Temperature (°C) 


Fic. 1. — La transformation enroulement au hasard g—> a-hélice du poly-y-ben- 
zoyl-L-glulamate, d’apres Calvin, Hermans et Scheraga (reproduite avec l’autori- 
sation des auteurs et de |’ « American Chemical Society »). Si les protons sont 
remplacés par des deutérons, la température de transition est déplacée de 120°. 
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sition, rappelons-le, est la température a laquelle les deux phases 
sont également représentées. Ajoutons que la pente de la courbe 
est d’autant plus marquée que le poids moléculaire est plus 
élevé [23]. L’équilibre des phases d’une grosse molécule sera, 
au voisinage de la température de transition, extrémement sen- 
sible. 

Dans les expériences de Doty et Yang, le polypeptide était en 
solution dans un mélange de dichloroéthane et d’acide dichloro- 
acétique. La nature du solvant est ici importante car elle rend 
compte du fait que la forme o-hélice, contrairement a ce qui se 
passe en solution aqueuse, est plus stable aux températures hautes 
qu’aux températures basses [4]. Enfin, fait capital, la tempéra- 
ture de transition est déplacée de 12°C si l’hydrogéne est rem- 
placé par le deutérium {4]. La théorie de ces transformations a 
été donnée par Scheraga [24 25]. 

En présence d’eau lourde, on le sait, les atomes d’hydrogéne 
de certains groupes sont remplacés par des atomes de deutérium. 
Cette substitution d’un deutéron a un proton est particuliérement 
rapide dans les groupes -COOH et -NH, de protéines {8} et 
capable d’affecter leurs propriétés. On connait, en effet, le rdle 
des liaisons hydrogéne dans la structure secondaire des protéines. 
En particulier, des liaisons entre groupes CO et NH de résidus 
d’acides aminés différents contribuent a stabiliser la structure 
de l’a-hélice. 


LA SENSIBILITE DU DEVELOPPEMENT VIRAL A LA TEMPERATURE. 


Les DONNEES ESSENTIELLES. — Nous pouvons maintenant discu- 
ter le probleme de la sensibilité du développement viral a la 
température (SDT). 

L’eau lourde déplace la courbe exprimant la SDT. Tout se 
passe comme si D,O diminuait la température apparente, c’est- 
a-dire déplacait l’optimum vers les températures plus élevées. 
L’eau lourde augmente la durée de Ja phase primaire et diminue 
le rendement aux températures infra-optimales. A une tempéra- 
ture infra-optimale donnée, l'eau lourde provoque un retard 
d’autant plus marqué que le rt de la souche est plus élevé. L’eau 
lourde augmente le rendement aux températures supra-optimales, 
son effet pour une température supra-optimale donnée étant 
d’autant plus marqué que le rt est plus bas [49]. 

Les températures infra-optimales inhibent une ou des phases 
primaires du cycle viral, cependant que les températures supra- 
optimales perturbent une ou des phases secondaires. L’eau lourde, 
en tant que facteur agissant aux températures infra-optimales, 
intervient durant la phase primaire du développement viral et 
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augmente les effets des températures basses. En tant que facteur 
agissant aux températures supra-optimales, elle intervient durant 
la phase secondaire et elle diminue l’effet des températures 
hautes {8}. 


Rappelons enfin que la SDT peut étre modifiée par des muta- 
tions et qu’une mutation entraine une translation de toute la 
courbe : toute augmentation de la thermorésistance entraine une 
augmentation de la psychrosensibilité et vice versa. Une seule 
mutation modifie done a la fois, en sens opposé, la sensibilité a 
la température de la phase primaire et de la phase secondaire du 
cycle viral. 


Murations et SDT. — Un événement mutationnel effecte essen- 
tiellement la structure des deux composants viraux : directement 
le géne et indirectement la protéine qui en dépend. Ces deux 
« molécules » peuvent étre considérées comme un groupe et il 
est difficile d’échapper a la conclusion qu’un seul groupe est 
responsable a la fois de la SDT des phases primaire et secon- 
daire. Une mutation ponctuelle est le remplacement dans un géne 
d’une base nucléique par une autre. Il semble fort improbable 
que la substitution d’une ou de quelques bases sur 5 200, nombre 
des nucléotides dans le matériel génétige du poliovirus, puisse 
modifier de facon notable les effets de la température et de l’eau 
lourde sur l’enroulement d’une hélice primaire ou sur la sépara- 
tion des chaines d’une double hélice. Il n’en va pas de méme 
pour les changements affectant des structures complexes. La for- 
mation d’hélices secondaires ou tertiaires ou le pelotonnement 
d’un filament d’acide nucléique pourraient étre liés 4 la forma- 
tion de liaisons entre des bases ou entre des groupes de bases 
complémentaires. Si tel était le cas, des mutations pourraient 
affecter l’équilibre de la réaction repliement <=> dépliement, et 
modifier les effets de la température et de l’eau lourde sur cet 
équilibre. 

Cela n’exclut pas pour autant les protéines comme substrat des 
effets de la température. Dans une protéine la conséquence d’une 
mutation ponctuelle, c’est une substitution d’acide aminé. Ce chan- 
gement de la structure primaire doit affecter les structures secon- 
daire et tertiaire et, aussi, la polymérisation (1). Or, la tempéra- 
ture agit sur les liaisons hydrogéne et la substitution d’un 


(1) Dans une g-hélice gauche, un seul] résidu proline interrompt la 
séquence hélicoidale et peut constituer un point de flexion ou de replie- 
ment, et d’autres résidus pourraient jouer le méme rdle (voir B. W. Low 
et J. T. Edsall, in Currents in biochemical Research, Interscience, édit., 


1956, 378-433). 
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deutéron 4 un proton modifie la température de transition des 
polypeptides. La SDT pourrait done étre gouvernée par des chan- 
gements d’état d’une protéine (2). 

Le fait que le développement viral est affecté par D,O de fagon 
quasi instantanée dans une direction ou dans une autre montre 
en tout cas l’importance des atomes d’hydrogéne aisément subs- 
titués dans la réaction qui nous intéresse. 


LA REACTION REVERSIBLE. — L’hypothése est émise que les tem- 
pératures supra-optimales et infra-optimales déplacent, dans un 
sens ou dans I’autre, l’équilibre d’une réaction, en fait l’équilibre 
de deux états d’une molécule virale. 


L’un des états serait seul compatible avec Je déroulement de 
la phase primaire, l’autre état avec le déroulement de la phase 


températures infra-optimales 
D,0 
eS ee eee 
état A état B 
phase primaire ss = phase secondaire 


températures supra-optimales 


Fic. 2. — Schéma de la réaction cyclique réversible. Une macromolécule virale 
doit se trouver dans un état A pour que se déroule la phase primaire, et dans un 
état B pour que se déroule la phase secondaire. Les températures infra-optimales 
favorisent l'état B et inhibent le déroulement de la phase primaire ; les températures 
supra-optimales favorisent l'état A et inhibent le déroulement de la phase secon- 
daire. L’eau lourde qui favorise l'état B augmente l’effet des températures infra- 
optimales et diminue leffet des températures supra-optimales. 
$ 


secondaire (fig. 2). Cela expliquerait pourquoi les températures 
infra-optimales perturbent exclusivement la phase primaire cepen- 
dant que les températures supra-optimales perturbent exclusi- 
vement la phase secondaire. Cela expliquerait aussi pourquoi 


(2) Des mutations, on le sait, peuvent modifier la thermostabilité 
d’une enzyme. C’est ainsi que l’énergie d’activation de la tyrosinase de 
Neurospora et d’un de ses mutants est respectivement de 64000 et de 
96 000 calories par mole; cependant, fonctionnellement, les deux 
enzymes ne peuvent étre distinguées [7]. Chez Escherichia coli, la sen- 
sibilité thermique de l’enzyme qui catalyse la synthése du pantothé- 
nate a partir de la p-alanine et du pantoate peut étre considérablement 
augmentée par une mutation [20]. Toutefois aucune courbe exprimant 
les propriétés d’une enzyme en fonction de la température ne rappelle 
la courbe exprimant la SDT : zone optimale étroite et réduction rapide 
pour une faible diminution ou augmentation de température. 
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eau lourde affecte, dans des sens opposés, les effets des tempé- 
ratures infra et supra-optimales. Il ne saurait en étre autrement 
si la deutération modifie la température de transition d’une réac- 
tion : une phase est nécessairement favorisée lorsque l'autre est 
défavorisée. 

L’événement cyclique viral, qui se produit en directions oppo- 
sées durant les phases primaire et secondaire du cycle, serait 
done gouverné par les états différents d’une seule et méme molé- 
cule. L’équilibre de la réaction en jeu serait gouverné par la 
température agissant en particulier sur les liaisons hydrogéne. 


ce) 


% rendement 
(rt= 38°5) 


50 


100 


50 


507 35i) 9529355 54e59 36°37 38 391 40 


Fic. 3. — Le développement viral en fonction de la température dans un milieu 
normal (H,O) et dans un milieu renfermant de Veau lourde 4 50 p. 100. Les résul- 
tats sont présentés de facon telle que la comparaison avec la figure 1 soit plus sug- 
gestive. On voit que l’eau lourde diminue les effets des températures supra-optimales 
sur le développement viral et augmente les effets des températures infra-optimales. 


La deutération, en modifiant la force de liaison des atomes inté- 
ressés, modifierait bien entendu elle aussi l’équilibre des phases. 
Les propriétés de la molécule en cause dépendraient nécessaire- 
ment de sa structure primaire et pourraient donc étre affectées 
par des mutations. 

Quel que soit le substrat des effets de la température et de 
l'eau lourde, le cycle viral ne pourrait s’accomplir qu’a une tem- 
pérature autorisant les deux processus impliqués, le primaire 
aussi bien que le secondaire. La zone étroite d’optimum du déve- 
loppement viral correspondrait ainsi a la température de tran- 
sition 4 laquelle les deux phases d’une molécule sont également 
représentées (fig. 3). 
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TENTATIVES D IDENTIFICATION DE L EVENEMENT CYCLIQUE. 


Il a été montré par Mandel {24} que les virions du poliovirus 
adsorbés sur des cellules deviennent rapidement insensibles au 
sérum antiviral a 37°, cependant que ce processus est considé- 
rablement ralenti a 22°. Mandel en conclut trés justement que 
les basses températures empéchent la pénétration des virions 


Poliovirus rt=38°5 Poliovirus rt=- 40°8 
en H20O 


heures 


Coo) CA Oy 


Fic. 4. — Influence de la température sur T’évolution du poliovirus. La figure A 
correspond a un virus de rt 38°5, les figures B et C a un virus de rt 40°8. On notera : 
1° qu’a 29° la disparition des particules infectieuses est considérablement ralentie 
pour les deux souches, 2° qu’a 36° D,O, quoique ne ralentissant pas la disparition 
des parlicules infectieuses, augmente cependant la durée de la phase primaire. 


dans la cellule. Il convenait done de savoir si ce phénoméne était 
en cause dans les effets des températures basses. 

Les expériences représentées sur la figure 4 montrent que la 
disparition des particules infectieuses est considérablement ralen- 
tie 4 29°. La courbe A de cette figure montre aussi que, pour un 
virus de rt 38°5, la disparition des particules infectieuses est 
plutot accélérée par l’eau lourde. Des résultats identiques ont 
été obtenus avec une souche de rt 40°8. La aussi, la diminution 
du nombre de particules infectieuses a été considérablement ralen- 
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tie et diminuée 4 29°. A 37°, D,O a, la aussi, plutot accéléré cette 
disparition. Or, dans l'une comme dans |’autre de ces expériences, 
le développement viral A 36-87° est retardé par D,O. Ce retard 
nest done pas causé par une perturbation de la phase initiale 
du cycle correspondant a la pénétration du virion et a son ouver- 
ture, ouverture qui entraine la libération du matériel génétique 
et la disparition du pouvoir infectieux. En tout cas, la plus 
grande fraction des virions adsorbés perdent leur pouvoir infec- 
tieux en moins de une heure trente A 37°. Or, si des cellules 
infectées sont laissées une heure trente ou deux heures a 37°, puis 
transportées a 29°, la phase d’éclipse reste cependant trés longue 
(voir |48], fig. 4). L’ensemble des données permet donc de conclure 
que l'eau lourde, en tant que facteur retardant le développement 
viral durant la phase primaire du cycle, n’intervient pas dans les 
processus qui aboutissent a la libération du matériel génétique 
viral. L’eau lourde intervient nécessairement dans la deuxiéme 
phase de la période primaire, phase mystérieuse durant laquelle 
se prépare la synthése des protéines et du matériel génétique 
viral [2, 3). 


* 
x 


Le développement du poliovirus a ceci de particulier que, 
durant la phase primaire, la synthese du RNA et des protéines 
virales n’est pas détectable par les techniques chimiques [2]. Puis 
les protéines et le RNA sont synthétisés et rapidement utilisés 
— en trente minutes environ — pour la morphogenése des 
virions [2]. La phase secondaire du cycle viral, sensible aux 
températures supra-optimales dont l’action nocive est neutralisée 
par l’eau lourde, est donc essentiellement caractérisée par des 
synthéses de matériel viral et par un processus de morphogenése. 


Koprowski et ses collaborateurs [9] ont dosé comparativement 
le RNA infectieux de deux souches a 37° et 40°. Une souche 
« Mahoney » virulente, capable de se développer a 40°, produit 
autant de RNA a 40° qu’a 37°. Au contraire, la souche « Chat » 
— souche vaccin de rt 38°5 — incapable de se multiplier a 40° 
ne produit que trés peu de RNA infectieux a cette température, 
en fait 10 p. 100 de la production 4 37°. Les températures supra- 
optimales semblent donc inhiber la synthése du matériel géné- 
tique viral. 

Durant la phase primaire, il n’y a pas, on l’a dit, de synthése 
mesurable de RNA {2, 3]. Le fait que les températures supra- 
optimales ne perturbent pas le déroulement du développement 
viral durant cette phase est donc compréhensible. Une fois la 
phase primaire achevée, le développement viral, qui comprend 
nécessairement la replication de RNA, peut s’effectuer aux tem- 
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pératures infra-optimales (3) ainsi qu’aux températures supra- 
optimales en présence de D,O. La sensibilité de cette phase a 
la température dépend de la constitution génétique du virus. Il 
semble donc bien que la replication du RNA soit l'une des com- 
posantes de la SDT. 

Il ne faut pas oublier que la formation du virion implique une 
condensation préalable du matériel génétique. Le RNA est replié 
dans le virion, il se déplie au début du cycle et doit se replier a 
la fin. Ce dépliement/repliement pourrait étre le phénoméne réver- 
sible du cycle viral. L’hypothése selon laquelle une méme muta- 
tion affecterait a la fois la replication et le repliement du RNA 
apparaitra comme normale puisqu’il s’agit de deux aspects de 
la physiologie d'une méme molécule. 


* 
ie 


Le fait que les températures supra-optimales bloquent effecti- 
vement la synthése du RNA ne signifie pas pour autant que l’effet 
de la température et de l’eau lourde s’exerce directement sur le 
RNA du poliovirus. Un blocage de la synthése du RNA pourrait 
étre le résultat d’une perturbation de l’activité d’une enzyme lée 
a un changement de sa structure secondaire ou tertiaire. 

Les températures infra-optimales pourraient favoriser un état 
d’une protéine incompatible avec ]’évolution de la phase primaire 
et permettre au contraire le déroulement de la phase secondaire. 
Les températures supra-optimales favoriseraient un autre état 
compatible avec l’évolution de la phase primaire et incompatible 
avec la phase secondaire. L’eau lourde qui perturbe la phase 
primaire favoriserait au contraire la phase secondaire. On sait 
que de nombreuses enzymes virales interviennent dans le cycle du 
bactériophage, en particulier dans la replication du matériel géné- 
tique : il pourrait s’agir la d’un phénoméne général. 

Nous avons dit que les températures élevées bloquent presque 
immédiatement la formation des virions. Cependant, aprés le 
transfert de 37° a 40° d’une suspension de cellules infectées, un 
certain nombre de virions sont produits, d’autant plus nombreux 
que la phase secondaire est plus avancée (voir [47 bis], fig. 4). Le 
matériel viral déja synthétisé au moment de l’élévation de tempé- 
rature peut donc étre organisé en virions. Pour autant que nous 
le sachions, la réaction sensible aux températures supra-optimales 
ne serait done pas la formation de la capside a partir des cap- 


(3) Lorsque des cellules infectées par du poliovirus sont maintenues 
pendant trois heures 4 37°, puis transférées 4 23°, les cellules se 
chargent de longues aiguilles ou filaments d’acide ribonucléique dont 
la nature, virale ou non, est encore problématique [26, 27]. De nou- 


velles données seront nécessaires avant que ce phénomeéne puisse étre 
interprété. 
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soméres (4). Ce pourrait, cependant, étre la formation méme des 
capsoméres, qui implique la synthése d’une structure primaire et 
la réalisation de structures secondaire et tertiaire bien définies, 
et peut-étre méme une polymérisation, tous processus dans les- 
quels interviennent des liaisons intra- ou intermoléculaires. 

En fait, les mutations affectant la SDT modifient les caractéres 
antigéniques des virions {5, 10) et leurs propriétés d’adsorption- 
élution [6]. Le changement de SDT est done effectivement accom- 
pagné d’un changement dans une protéine antigénique du virion, 
mais évidemment cela ne prouve pas qu’une protéine soit respon- 
sable du changement de SDT. 


Ree 5 
*x** 


On a discuté séparément lhypothése protéine et Vhypothése 
acide nucléique. Cependant, un événement mutationnel affecte a 
la fois la structure de deux espéces moléculaires, d’un acide 
nucléique et d’une protéine. La température et l’eau lourde doi- 
vent agir a la fois sur les protéines et sur les acides nucléiques. 
Une mutation pourrait done modifier a la fois la température de 
transition et l’équilibre des états d’un géne de structure et de la 
protéine correspondante, l’une des molécules jouant un role essen- 
tiel durant la phase initiale, l’autre durant la phase tardive. 

Nous ne devons pas oublier que nous cherchons a identifier 
un processus dont le déroulement aux phases primaire et secon- 
daire est affecté dans des sens opposés par la température, ]’eau 
lourde et les mutations. Une série de phénoménes complexes est 
en jeu et le probleme n’est pas, on le voit, résolu. Une conclusion 
s'impose cependant : la température et l’eau lourde modifient 
l’équilibre d’une réaction correspondant 4 la transition entre deux 
états d’une macromolécule virale, équilibre oti les liaisons hydro- 
géne jouent un rdéle important. 

L’explication proposée permet de rendre compte a la fois de 
ce que : 1° les températures infra- et supra-optimales affectent 
dans des sens opposés la phase primaire et la phase secondaire 
du cycle ; 2° les températures critiques des deux processus, le 
primaire et le secondaire, sont modifiées lorsque des protons sont 
remplacés par des deutérons ; 3° la deutération affecte en sens 
opposés la phase primaire et la phase secondaire ; 4° une méme 
mutation affecte a la fois les deux phases. 


(4) Le phénoméne cyclique, que nous avons mis en évidence par 
l’étude de l’action de la température et de l’eau lourde, n’est donc pas 
Vassemblage en capside et la séparation des capsoméres qui aboutit 
4 la libération du matériel génétique. C’est 1a cependant l’un des 
phénoménes cycliques réversibles du cycle viral qui se déroule dans des 
sens opposés, au début et a la fin du cycle. 
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ReEMAROUES SUR LE CYCLE VIRAL. 


Le déroulement du cycle viral impliquerait done un changement 
de structure réversible d’une ou de plusieurs macromolécules. 
La température optimale correspondrait a la température de tran- 
sition de la réaction, température a laquelle un changement donné 
produit le maximum d’effet. 

Le cycle viral pourrait théoriquement se dérouler dans la zone 
optimale, a la température de transition, sans qu’interviennent 
d'autres facteurs. En fait, le cycle se déroule généralement tout 
entier dans une cellule maintenue 4 température constante. Le 
fait que cette température corresponde a |’équilibre des deux 
phases est-il suffisant pour assurer le déroulement du cycle ? Ou 
bien devons-nous postuler l’existence de facteurs autres que la 
température qui modifieraient l’équilibre dans un sens ou dans 
Vautre aux phases primaire et secondaire ? 


Le pelotonnement du matériel génétique du bactériophage ne 
se produit qu’a une période tardive du cycle. Ce changement de 
structure du DNA viral, comme tout changement de structure, 
exige un déterminisme. L’on est en droit de se demander si cer- 
taines phases du cycle viral ne sont pas gouvernées par des modi- 
fications de la cellule héte provoquées par le développement viral 
lui-méme. Cette hypothése permet de prévoir que certaines modi- 
fications de métabolisme cellulaire induites par des agents phy- 
siques ou chimiques peuvent affecter les diverses phases du cycle 
viral. Elle permet de prévoir aussi que pour le poliovirus la 
phase primaire et la phase secondaire seront affectées en sens 
opposes. 5 


ReEMARQUES SUR LES MUTATIONS AFFECTANT LA SDT. 


Nous comprenons pourquoi une méme mutation modifie simul- 
tanément et en sens opposés la sensibilité thermique de deux 
processus séparés dans le temps. 

Une importante remarque est ici nécessaire. Sabin a_ sélec- 
tionné des variants de poliovirus III 4 25°. Aprés ingestion, ces 
souches se sont multipliées dans le tube digestif de homme et 
ont été réisolées en culture a 36°. L’une des souches se multi- 
pliait de fagon sensiblement équivalente 4 25, 36 et 40° [22]. Cepen- 
dant, cette expérience n’ayant pas été réalisée avec un clone, 
Sabin s’est demandé si la souche virale en question n’était pas 
constituée par un mélange de particules génétiquement différentes 
dont les unes se multipliaient a 25° et non a 40°, les autres a 40° 
et non 4 25°, et toutes deux A 36°. 
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Une autre série de recherches encore inédites a permis de 
répondre a la question posée. Ici encore des Homo sapiens ont 
ingéré du poliovirus type III (souche entretenue a 25°). Des 
réisolements ont été effectués a partir des féces. Des populations 
virales provenant d’une seule plage ont montré un pouvoir de 
multiplication a peu prés égal A 25, 36 et 40°. Cependant, les 
virions qui s’étaient développés a 40° au cours du premier pas- 
sage étaient incapables de se multiplier a nouveau a 40°, alors 
qu’ils se multipliaient a 25 et 36° (A. Sabin, communication per- 
sonnelle). 

Koprowski et ses collaborateurs ont eux aussi isolé A 23° des 
clones de poliovirus type III qui donnent le méme rendement a 
25, 36 et 40° au cours d’expériences a cycle unique. Ici encore, 
la souche capable de se développer a 25 et 40° a rapidement 
donné des variants ne se multipliant plus 4 40° (communication 
personnelle). 

Il semble donc bien exister des mutations qui affectent la SD 
dans le méme sens aux températures supra- et infra-optimales. 
Deux hypothéses peuvent rendre compte de ces phénoménes : ou 
bien la zone optimale de développement a été considérablement 
étendue, ou bien la pente des deux courbes exprimant la sensi- 
bilité du développement viral aux températures respectivement 
infra- et supra-optimales a considérablement diminué. La courbe 
exprimant la SDT dépend de la structure primaire des molécules 
en jeu, structure qui doit gouverner non seulement la position 
de la courbe dans l’échelle des températures, mais aussi ses 
autres caractéristiques. Une étude systématique des mutants eury- 
thermes doit étre faite, étude qui sera rendue difficile du fait de 
leur grande instabilité qu’il conviendra aussi d’expliquer. 

On posséde fort peu de documents sur la SDT de divers virus, 
mais on sait déja qu'il existe entre les « espéces » des différences 
considérables, certaines étant sténothermes, d’autres eurythermes, 
et lon peut prévoir des variations importantes dans |’ étendue 
de la zone optimale de température et dans la pente des courbes 
de la SDT. La conclusion s’imposera sans doute que les pentes, 
de part et d’autre de la température optimale, peuvent étre affec- 
tées symétriquement par certaines mutations. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° RAPPEL DES PRINCIPALES CONCLUSIONS DES MEMOIRES ANTE- 
nieuRS [18, 19]. — Un seul événement mutationnel affecte a la fois 
en directions opposées la sensibilité du développement viral a la 
température (SDT). A la suite d’une mutation affectant la SDT, 
la thermosensibilité augmente cependant que la psychrosensibilité 
diminue ou vice versa. Les températures infra-optimales inter- 
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ferent avec un événement de la phase primaire du cycle, cepen- 
dant que les températures supra-optimales interférent avec un 
événement de la phase secondaire. L’eau lourde augmente les 
effets des températures infra-optimales sur le déroulement de la 
phase primaire et diminue les effets des températures supra-opti- 
males sur le déroulement de la phase secondaire. 


2° CONCLUSIONS PROPRES A CE MEMOIRE. — 4a) L’hypothése est 
émise que les températures supra et infra-optimales déplacent 
dans un sens ou dans |’autre l’équilibre d’une réaction. Celle-ci 
affecterait la structure d’une macromolécule virale. L’un de ses 
états serait seul compatible avec le déroulement de la phase pri- 
maire, l’autre avec le déroulement de la phase secondaire. 


b) La température affecterait l’équilibre de la réaction, cepen- 
dant que l’eau lourde déplacerait la température de transition. La 
zone de développement optimum correspondrait a la température 
de transition. 


c) Les liaisons hydrogéne jouent un role important dans le 
changement de structure postulé qui pourrait, nous l’avons dit, 
affecter une macromolécule virale, protéine ou acide nucléique, 
et correspondre au passage d'une structure donnée a une structure 
d’un ordre supérieur ou vice versa. 


d) Les différents aspects du cycle viral sont discutés a la 
lumiére des données expérimentales et des interprétations théo- 
riques. Considéré au niveau moléculaire, un cycle viral implique 
nécessairement au moins une réaction cyclique réversible qui se 
déroule en directions opposées, durant les phases primaire et 
secondaire. ‘Les conditions régnant dans la cellule infectée doivent 
favoriser alternativement l'une et l'autre structures, c’est-a-dire 
lune et autre phases. 


SUMMARY and CONCLUSIONS 


CyYcLIC EVENTS IN THE VIRAL CYCLE. 


[il = Diseussron: 


1. MAIN CONCLUSIONS OF PRECEDING PAPERS [48, 49]. — A single 
mutational event affects at the same time in opposite directions 
the sensitivity of viral development to temperature (SDT). As 
a result of a mutation affecting the SDT, the thermosensitivity 
increases whereas the psychrosensitivity decreases or vice versa. 
Infra-optimal temperatures interfere with an event of the primary 
phase of the cycle, whereas supra-optimal temperatures interfere 
with an event of the secondary phase. Heavy water increases the 
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effects of infra-optimal temperatures on the evolution of the pri- 
mary phase and decreases the effects of supra-optimal tempera- 
tures on the evolution of the secondary phase. 

2. CONCLUSIONS OF THIS PAPER. — a) The hypothesis is put 
forward that supra- and infra-optimal temperatures displace in 
one direction or the other the equilibrium of a reaction affecting 
the structure of a viral macromolecule. One of the states only 
would be compatible with the evolution of the primary phase, 
the other with the evolution of the secondary phase. 


b) Temperature would affect the equilibrium of the reaction, 
whereas heavy water would displace the transition temperature. 
The zone of optimal development would correspond to the transi- 
tion temperature. 


c) Hydrogen bonds play an important role in the postulated 
structural change which could, as already said, affect a viral 
macromolecule, protein or nucleic acid, and correspond to the 
transition from a structure of a given order to a structure of 
higher order or vice versa. 


d) Various aspects of viral cycle are discussed in the light of 
experimental data and theoretical interpretations. Considered at 
the molecular level, a viral cycle implies necessarily at least one 
cyclic reversible event which has to take place in opposite direc- 
tions during the primary and the secondary phases. The condi- 
tions prevailing in the infected cell should favour alternately one 
and the other structure, that is one or the other phase. 
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ESSAI! D’INTERPRETATION 
DE CERTAINES DEFAILLANCES 
DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
DANS LA POLIOMYELITE AU MOYEN 
DE LA REACTION D’INHIBITION DE LA FIXATION 
DU COMPLEMENT 


par Claude CHASTEL et M™* Jacqueline VIRAT (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D" P. Léprne)}) 


La réaction de fixation du complément (F. C.) est utilisée cou- 
ramment depuis 1959 dans le Laboratoire de Sérologie du Service 
des Virus, pour le diagnostic précoce de la poliomyélite. Dans 
une étude récente, J. Virat [8] en a dégagé les premiers résultats, 
concernant les réactions effectuées pendant le deuxiéme semestre 
1959 chez 284 malades. Or, en ce qui concerne les seuls 
122 malades chez lesquels l’isolement d’un virus poliomyélitique 
a été réussi, on note que chez 19 d’entre eux, soit 15,6 p. 100, 
la réaction de F. C. est négative. Depuis, ces mémes défaillances 
ont été retrouvées, pour l’ensemble des réactions effectuées en 
1960, dans 18,4 p. 100 des cas, chez des sujets présentant pour- 
tant une symptomatologie clinique évocatrice et chez lesquels le 
virus a été isolé. 

Il nous a donc paru souhaitable d’explorer les sérums de ces 
malades par une technique indirecte, la réaction d’inhibition de 
Ja fixation du complément (I. F. C.), déja utilisée dans d’autres 
infections bactériennes ou virales, dans lesquelles la réaction de 
F.C. peut étre en défaut. 

C’est ainsi que, dans le seul domaine de la virologie, la réaction 
dl. F.C. a été utilisée notamment pour le diagnostic de l’orni- 
those chez les pigeons, par Lépine et Sautter [6] employant la 
technique de Karrer, Meyer et Eddie [4]. Une revue générale 
récente des applications possibles de la réaction d’I. C. F. en viro- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1961. 
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logie a permis a Terzin [7] de dresser la liste des infections virales 
dans lesquelles cette réaction peut suppléer la réaction de F. C. 
défaillante avec des sérums animaux (oiseaux, bétail) et également 
humains. Il s’agit, outre le groupe psittacose-ornithose-lympho- 
granulomatose vénérienne, des virus suivants : oreillons, chorio- 
méningite lymphocytaire, maladie de Newcastle, peste aviaire, 
encéphalite de la Vallée de la Murray, fiévre aphteuse, grippes A 
et B, et fievre Q. 

En ce qui concerne la poliomyélite, 1’. F.C. semble n’avoir 
été utilisée jusqu’a présent que par Hare et Warren [8] pour la 
mise en évidence du pouvoir immunigéne, chez l’animal, d’un 
poliovirus vivant (MEF1) et de vaccins inactivés (vaccins de réfé- 
rence A et J de Salk, vaccins commerciaux trivalents). D’aprés 
ces auteurs, contrairement a ce qui se passe chez le singe et le 
cobaye, il est impossible de mettre en évidence des anticorps par 
F.C. chez les poussins immunisés. Or, la réaction d’l. F. C., 
mise en jeu sur les sérums de 10 poussins ayant regu le vaccin J 
monospécifique, a permis de déceler des anticorps inhibant le 
systéme fixant homologue (poliovirus IJ), d’ailleurs seul exploré, 
et A des titres grossiérement paralléles a ceux de la séroneutrali- 
sation, quoique plus faibles. 


TECHNIQUES ET METHODES. 


Avant de décrire la technique de la réaction d’I. F. C., nous 
rappellerons briévement les caractéristiques de la réaction de 
routine employée dans le diagnostic de la poliomyélite et dont 
les défaillances sont en cause dans ce travail. 


La FIXATION DU COMPLEMENT. 


C’est une réaction de type Kolmer, avec fixation & + 4° C pen- 
dant dix-huit heures. Elle est réalisée vis-a-vis de chacun des 
trois antigénes poliomyélitiques I, II, III. Ces antigénes sont pré- 
parés par la technique de F. Artzet {4}. Ils sont concentrés cin- 
quante fois et entrent dans la réaction sous le volume de 0,1 ml, 
représentant 2 unités d’antigéne. Les sérums A expertiser sont 
inactivés & +56° C pendant trente minutes et les diverses dilu- 
tions du sérum (criblage ou titrage complet) sont introduites sous 
le volume de 0,1 ml. Le complément (2 unités sous 0,2 ml), le 
systéme hémolytique (0,2 ml), le tampon véronal, sont les réactifs 
et le diluant habituels utilisés en sérologie virale. Les témoins 
(sérum, antigénes, substrat-antigéne, complément) sont ceux de 
toute réaction sérologique. 

Pour la clarté de exposé, nous désignerons a l’avenir cette 
réaction sous le nom de « réaction de F. C. a 2 unités d’antigéne ». 
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L’ INHIBITION DE LA FIXATION DU COMPLEMENT. 


(APruicipe: 


Certains sérums contiennent des anticorps qui, en se combinant 
avec l’antigéne homologue, réalisent un complexe incapable de 
fixer le complément. Cependant, leur présence empéche la forma- 
tion d’un complexe fixant quand on introduit aprés eux dans la 
réaction, des anticorps fixant normalement le complément. II 
y a inhibition spécifique de la fixation du complément. C’est donc 
une réaction de type indirect et les anticorps ainsi décelés ont été 
assimilés aux anticorps «incomplets» mis en évidence par 
d’autres méthodes indirectes (réaction de Coombs, blocking test). 


Nous avons adapté la technique de Karrer, Meyer et Eddie pour 
lornithose au probléme particulier de la poliomyélite : l’explo- 
ration simultanée de trois systémes antigéne-anticorps correspon- 
dant aux poliovirus I, II, III. Nous avons également modifiée 
en fonction des volumes et des réactifs employés dans nos réac- 
tions de routine, en particulier ceux de la réaction de F.C. 
a 2 unités d’antigéne. 

2° Réactifs. 


a) Les sérums a expertiser sont inactivés, aprés dilution au 1/4, 
pendant trente minutes a 60°C, au bain-marie. On utilise dans 
la réaction 8 dilutions (1/4 a 1/512). 


b) Le systéme antigéne-anticorps fixant de type comprend : 


a) Les sérums humains, spécifiques de type I, II ou III, de 
titre convenable (1/16 4 1/64). Ils sont inactivés 4 60° C pendant 
trente minutes. Ils doivent étre dépourvus de pouvoir anticompleé- 
mentaire et de pouvoir fixant vis-a-vis du substrat antigene (cel- 
lules KB). 


B) Les mémes antigénes spécifiques I, H et HI, utilisés dans la 
réaction de F. C. a 2 unités d’antigéne. Ils ne sont jamais anti- 
complémentaires. 


Sérums spécifiques de type et antigénes sont titrés récipro- 
quement les uns par rapport aux autres au cours d'un titrage en 
échiquier qui définit simultanément Vunité antigene et lunité 
anticorps. Les titrages doivent étre fréquemment répétés. 


c) Le complément (sérum de cobaye) entre dans la réaction 
pour 2 unités exactes. Il est titré une heure et demie au bain- 
marie a 37° C, la lecture se faisant une demi-heure aprés adjonc- 
tion du systéme hémolytique. 
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d) Les globules rouges de mouton sont a la concentration de 
2 p. 100 a partir du culot. 

e) Le sérum hémolytique intervient pour 3 unités. 

{) Le tampon véronal est le diluant de tous les réactifs. 
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Pour I’ensemble: contact 3/4 heure & 37°C ou boin-marie et /8 heures d #4°C ou 
réfrigérateur. 


Le /endemain_ Ajouter partout 0,2 m/ de globules rouges sensibilisés. 
Lecture = /5 minutes 


Fic. 1. — Schéma de distribution de la réaction d’I. F.C. pour la poliomyélite. 


3° Technique. 


Le schéma de distribution est donné dans la figure 1. C’est une 
technique 4 la fois directe et indirecte, s’effectuant sur les 3 anti- 
génes et sur les 8 dilutions du sérum a expertiser. Elle comporte 
pour chacun des trois antigénes : 


a) Une réaction directe, s’effectuant sur 1 unité d’antigéne 
(8 tubes, rangs 2, 4 et 6). 
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b) Une réaction indirecte (8 tubes, rangs 1, 3 et 5) destinée 
a mettre en évidence une inhibition éventuelle du systéme fixant 
de type, équilibré a une unité d’antigéne et une unité d’anticorps, 
ce qui rend la réaction trés sensible. 


Chaque réaction comporte des témoins du sérum a expertiser : 


a) Le pouvoir anticomplémentaire est recherché sur les trois 
premiéres dilutions (rang 7, 3 tubes). 


b) D’éventuelles hémolysines sont recherchées également sur 
les trois premiéres dilutions (rang 8, 3 tubes). Ces témoins ne 
recoivent pas de complément. Aucune hémolysine de ce type n’a 
d’ailleurs été détectée. 


A noter que la réaction ne comporte pas de témoins du pou- 
voir fixant du sérum a expertiser vis-a-vis du substrat antigéne. 
Mais les sérums que nous avons étudiés avaient déja été examinés 
en F.C. a 2 unités d’antigéne et cette cause d’erreur avait été 
éliminée. Ces témoins devraient étre ajoutés dans le cas ot l’on 
étudierait d’emblée, par cette méthode, un sérum inconnu. 


Pour l’ensemble des réactions, chacun des systémes fixants de 
type est contrdlé dans des témoins mettant en présence 1 unité 
d’antigéne d’une part, 1/2 unité d’antigéne d’autre part, et 
1 unité, 1/2 unité et 1/4 d’unité du sérum spécifique de type 
(6 tubes). Ces témoins sont trés sensibles. Quand les trois systémes 
fixants sont correctement équilibrés, la lecture pour chacun d’eux, 
aprés adjonction du systéme hémolytique, doit donner les résultats 
figurant au tableau I. 


Tasieau I. 


' Sérum spécifique de type 

' 

' 4 umité } 1/2 unité } 1/4 unité 

' 
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Enfin il existe un témoin du pouvoir anticomplémentaire de 
chacun des sérums spécifiques de type (3 tubes), les témoins habi- 
tuels du complément (2 unités, 1 unité, 1/2 umité) et un témoim 
globules rouges. 

La quantité de sérum nécessaire pour effectuer une réaction 
complete est de 0,5 ml en partant d’une dilution initiale du 1/4. 
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Si l'on dispose d’une quantité moindre de sérum, on peut encore 
effectuer la réaction avec 0,3 ml et une dilution initiale du 1/8. 


Il est indispensable d’introduire dans chaque série de réactions 
un témoin négatif constitué par un sérum normal de lapin, non 
anticomplémentaire et, si possible, au moins un sérum positif en 
Tokee. 


En pratique, on distribue les 8 dilutions de sérum (0,1 ml), puis 
chacun des trois antigénes (1 unité d’antigene sous 0,1 ml), puis 
le tampon véronal, puis le complément (2 unités exactes sous 
0,2 ml). On porte au bain-marie 4 37° C pendant quarante-cing 
minutes (premtére incubation). 

On retire les portoirs du bain-marie et l’on ajoute alors les 
trois sérums fixants de type a la dilution requise (1 unité d’anti- 
corps sous 0,1 ml) dans les tubes homologues correspondant 4 la 
partie indirecte de la réaction (rangs 1, 3 et 5). On porte a + 4° C 
pendant dix-huit heures (deuxiéme incubation). 


4° Lecture. 


Le lendemain on ajoute immédiatement le systeme hémolytique 
(0,2 ml) et l’on procéde aux lectures au bout de quinze minutes. 
Pour chaque type de poliovirus on lit d’abord la partie indirecte 
de la réaction (I. F. C.). L’inhibition n’est retenue que pour les 
dilutions dans lesquelles on observe soit une hémolyse totale (QO), 
soit une hémolyse presque totale (traces infimes). La plus grande 
dilution de sérum donnant encore une hémolyse totale ou presque 
totale définit le titre du sérum en IJ. F.C. La lecture doit étre 
trés sévére et ne tenir compte que des inhibitions franches. 


On lit ensuite la partie directe de la réaction qui est une réac- 
tion de fixation sur 1 unité d’antigéne, avec une fixation préli- 
minaire de quarante-cing minutes 4 37° C et que, pour la clarté 
de l’exposé, nous désignerons dorénavant sous le nom de « réac- 
tion de F.C. & 1 unité d’antigéne ». Les lectures doivent étre 
également rigoureuses et ne tenir compte que des hémolyses 
nulles (4) éventuellement détectées par cette partie de la réaction. 
La dilution de sérum la plus grande donnant encore une fixa- 
tion 4, indique le titre du sérum en F. C. a 1 unité d’antigene.. 


On lit ensuite les témoins de chaque réaction, et pour finir les 
témoins communs a l’ensemble des réactions. 


C’est en s’attachant a n’utiliser que des réactifs parfaitement 
titrés, en exigeant une grande rigueur dans les lectures, que 
l'on peut obtenir des résultats comparables et reproductibles, 
méme en utilisant des systémes fixants de type différant et par le 
lot d’antigéne et par le sérum spécifique de type. 
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La SERONEUTRALISATION. 


Chaque fois que le volume des sérums 4 expertiser dont nous 
disposions nous l’a permis, nous avons également appliqué a 
ces sérums, comme réaction de référence, une épreuve de neu- 
tralisation (1). Ces épreuves ont été pratiquées, soit dans leur 
modalité classique sur cellules de rein de singe, soit d’aprés la 
technique cinétique de Lépine, Roger et Roger [5] sur cellules 
KB. Ces derniéres sont indiquées dans les tableaux récapitu- 
latifs par un astérisque, les titres obtenus par les deux méthodes 
n’étant pas, d’aprés ces mémes auteurs, superposables. 


RESULTATS. 


Notre étude a porté sur des sérums poliomyélitiques et sur 
des sérums témoins. 


Les sérums poliomyélitiques correspondent au probleme défini 
dans notre introduction, et représentent les 16 4 18 p. 100 de 
réponses apparemment faussement négatives par la réaction de 
F.C. a 2 unités d’antigéne. Ils ont été collectés en 1960 et au 
début de 1961 et conservés depuis au réfrigérateur a — 20° C. 
Nous avons étudié 45 sérums représentant 32 malades, d’Ages 
divers, cliniquement atteints de poliomyélite et chez lesquels un 
poliovirus a été isolé 4 une ou plusieurs reprises. 


Les sérums témoins ont été soigneusement sélectionnés pour 
répondre a certains criteres : 


1° Etre négatifs en F. C. 4 2 unités d’antigéne poliomyélitique. 


2° Provenir de malades chez lesquels un entérovirus non polio- 
myélitique avait été isolé. 

3° Avoir été prélevés a des dates comparables, par rapport 
au début de la maladie, aux dates de prélévement des sérums 
poliomyélitiques. 


En réalisant ce choix, nous pensions étre &4 méme de mieux 
détecter d’éventuelles parentés antigéniques entre ces entérovirus 
et les poliovirus, parentés susceptibles de mettre en cause la spé- 
cificité de la réaction d’I. F. C. 

Ces conditions rigoureuses nous ont conduits a ne retenir que 
18 sérums, correspondant a 16 malades, collectés en 1960 et ayant 
donc subi les mémes délais et conditions de conservation que 


(1) Nous tenons 4 remercier M"® Chauleur pour son aide technique 
dans ce domaine. 
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les sérums poliomyélitiques. Ce chiffre peut paraitre modeste, 
mais nous pensons que ces sérums constituent, de par les condi- 
tions mémes de leur sélection, des témoins plus valables que si 
nous avions choisi au hasard des sérums tout-venants, plus nom- 
breux, mais adressés pour le diagnostic d’affections virales ne 
relevant pas du groupe des entérovirus. 

Enfin, les sérums de ces malades nous ont été adressés pour 
des affections (8 méningites aseptiques, 2 syndromes fébriles avec 
diarrhée, 1 syndrome paralytique régressif, 5 divers) permettant 
d’évoquer le diagnostic de poliomyélite. 


SERUMS POLIOMYELITIQUES. 


Les résultats peuvent étre classés sous trois rubriques qui cor- 
respondent a trois ordres de phénomeénes sérologiques. 


A. Sérums donnant des réactions positives en I. F. C. (tabl. Il). 


_ Ils correspondent 4 10 malades : chez 8 d’entre eux ont été 
isolés des poliovirus I et chez les 2 autres des poliovirus II. 


TaBLeau II. 
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N. P. = non pratiquée ; P. P. = poliomyélite paralytique; M. A. = méningite 
aseptique ; F, C. OR = fixation du complément oreillons. 
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Pour la plupart, un sérum précoce et un sérum tardif ont pu 
étre étudiés, ce qui, malgré le peu de matériel disponible, permet 
de se faire une idée de l’évolution du titre des anticorps en fonc- 
tion de la date d’apparition des premiers symptomes (fig. 2). 

Les titres observés sont faibles (du 1/8 au 1/64) et décroissent 
rapidement. Aucun anticorps de ce type n’a été décelé au-dela 
du seiziéme jour de la maladie. 

Dans tous les cas ot un poliovirus I a été isolé, les anticorps 
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Fic. 2. — Graphique de l’évolution des anticorps I. F. C. poliomyélite en fonction 


du délai écoulé depuis l’apparition des premiers symptomes. 


sont rigoureusement spécifiques de type, seul le systeme homo- 
logue ayant été intéressé par Jinhibition. 

Pour les poliovirus II, cette spécificité est moins étroite, l’un 
des sérums (cas 8) ayant également répondu sur le systeme hété- 
rologue (poliovirus I) mais a un titre plus faible. 

Pour ces mémes séruims, des anticorps fixant le complément ont 
été mis en évidence par la réaction de F. C. a 1 unité d’antigéne 
(cas 3, 4, 5). Il s’agit le plus souvent d’anticorps tardifs, voire 
trés tardifs, et de titre bas (1/8-1/16). A ce sujet, le cas 5 est 
trés démonstratif : alors que l’I. F. C. révéle des anticorps ne 
fixant pas le complément, homologues (poliovirus I), a un titre 
relativement élevé (1/32) dés le deuxiéme jour de la maladie, il 
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faut attendre le quatorziéme jour pour voir apparaitre des anti- 
corps fixant le complément, hétérologues (poliovirus III), par la 
réaction F. C. a unité d’antigéne, et le vingt-huitieme jour pour 
pouvoir déceler des anticorps homologues par la réaction de 
routine a 2 unités d’antigéne, et toujours a des titres bas. 

Le séroneutralisation est en concordance dans la plupart des 
cas, mais dans ce méme cas 5, on voit les anticorps neutralisants 
homologues n’apparaitre que tardivement (vingt-huitiéme jour) 
et leur titre rester bas (1/40). Il en est de méme dans les cas 
3 et 6. 

Pour les cas 7, 8, 9 chez lesquels aucun anticorps fixant le 
complément n’a pu étre décelé, et pour lesquels on ne disposait 
que d’un seul sérum, la séroneutralisation n’aurait permis aucune 
conclusion valable. 

Cliniquement, 7 de ces cas sont des formes paralytiques, ce 
qui ne laisse aucun doute sur la réalité de l’infection poliomyé- 
litique. Le cas 1 était un enfant de 7 ans en contact avec sa soeur 
atteinte de poliomyélite paralytique. Les deux autres cas sont des 
méningites aseptiques. 


B. Sérums donnant une réaction négative en I. F.C., mais 
positive en F.C. @ 1 unité d’antigéne (tableau III). 


TasLeau III. 


, 

H 

4 a oR, Séro Va autres 
 Sérom a antigene neutralisation 
t 
t 
' 


thea 


_—— i réactions 


160.395 


nf P. = non pratiquée ; P. P. = poliomyélite paralytique; M. A. = méningite 
aseptique ; R. P. = rhinopharyngite ; F.C. OR = fixation du complément oreillons ; 
P. F. I. = paralysie faciale isolée. 
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Il s’agit de 8 malades, avec isolement de 5 poliovirus I et de 
3 poliovirus III. 

Les sérums des malades chez lesquels ont été isolés des polio- 
virus III répondent uniquement sur l’antigéne homologue. Pour 
les autres, aucune régle générale ne peut étre dégagée, et le fait 
avait été déja noté pour la réaction de F. C. a 2 unités d’antigéne 
(cf. notamment J. Virat [8}). Les titres observés atteignent fré- 
quemment le 1/16 et méme le 1/32 dans le cas 12. 

Au point de vue de |’évolution dans le temps, ces anticorps 
fixant le complément sont généralement décelés sur des sérums 
précoces (cas 11, 12, 14, 15 et 16), mais pas toujours (cas 138). 
Leur élaboration par l’organisme infecté se fait done normalement 
(Pintérét de ces anticorps pour un diagnostic précoce n’étant pas 
a souligner). 

Le cas 17 est intéressant, en ce que l’on voit d’abord appa- 
raitre des anticorps hétérologues (poliovirus III) au dixiéme jour, 
puis des anticorps homologues (poliovirus I) au trente-quatriéme 
jour par la réaction de F.C. 4 1 unité d’antigéne, et seulement 
sur le sérum du soixante-huitiéme jour des anticorps homologues, 
également décelables par la réaction de F.C. a 2 unités d’anti- 
gene. 

Il semble donc exister chez certains malades une « paresse » 
dans l’élaboration de leurs anticorps, que l’on retrouve d’ailleurs 
en séroneutralisation pour ce méme cas 17. 

Dans les autres cas, la séroneutralisation seule serait de médiocre 
intérét, car on ne disposait en général pour ces malades que de 
sérums précoces. 

Ces cas rassemblent pour moitié des formes paralytiques et 
pour moitié des méningites aseptiques, pour lesquelles on s’est 
efforcé d’éliminer |’éventualité d’une méningite ourlienne chez de 
simples porteurs de poliovirus, par la réaction de F.C. avec 
Vantigéne spécifique correspondant. 


C. Sérums pour lesquels aucun anticorps ne peut étre mis en 
évidence par I. F.C. ou F.C. a 1 unité d’antigéne (tableau IV). 

Ces 14 cas réunissent un véritable « désert sérologique », qui 
intéresse non seulement les réactions de F. C. et d’I. F. C. mais, 
pour une part importante, les séroneutralisations. 

Ici, 10 poliovirus I, 3 poliovirus IT, et 2 poliovirus III ont été 
isolés. Le moins que l’on puisse dire, c'est qu’ils n’ont laissé 
que peu de traces sérologiques de leur multiplication dans l’orga- 
nisme infecté alors que l’infection peut étre affirmée au moins 
pour les 9 formes paralytiques. 

Certes, il s’agit également, dans la plupart des cas, de sérums 
précoces, isolés, pour lesquels la séroneutralisation n’est pas la 
réaction de choix ; mais plus graves apparaissent les défaillances 
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de la séroneutralisation dans les cas 22 et 30, ot l'on disposait 
d’un sérum précoce et d’un sérum tardif, tous deux entiérement 
négatifs, alors qu’il s’agit de formes paralytiques. 


TaBLeAu IV. 
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SERUMS NON POLIOMYELITIOUES. 


Pour ces 18 sérums, aucun anticorps n’a été détecté par la 
réaction d’I. F.C. ce qui, & notre avis, apporte la preuve de la 
grande spécificité de cette réaction. 

Un seul sérum (cas 41) s’est montré positif sur l’antigéne III 
en F.C. a 1 unité d’antigéne. Le malade était atteint d’un syn- 
drome fébrile avec diarrhée. 

L’entérovirus a été isolé a partir de selles prélevées au douziéme 
jour de la maladie. Son typage, réalisé par les soins de M™®* le 
Dr M.-C. Carré, la fait classer provisoirement comme « ECHO 
probable », de méme que cing autres de ces entérovirus. 


Discussion. 


I. Les anticorps décelés par la réaction d’l. C. F. sont de type 
anormal. Du fait des faibles quantités de sérum dont nous dis- 
posions, nous n’avons pu entreprendre |’étude systématique de 
leurs propriétés. Quelques essais nous permettent de penser qu ils 
se combinent mal ou pas du tout avec l’antigéne homologue a 
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+ 4° © pendant dix-huit heures. Par contre, ils se combinent bien 
a + 87° C pendant quarante-cing minutes, et ne sont pas déplacés 
par les anticorps fixant le complément ose apres ce deélai. 
Ces derniers fixant mieux le complément 4 + 4° C pendant dix- 
huit heures qu’a + 37°C pendant quarante-cing minutes, nous 
avons adopté finalement dans notre technique d’I. F.C. deux 
incubations, l'une & + 37° C, l'autre 4 + 4° C, susceptibles cha- 
cune de favoriser l’un des deux types d’anticorps en conflit. 

Leur évolution dans le temps est également intéressante, car il 
s’agit d’anticorps précoces et fugaces, alors que les anticorps de 
ce type sont généralement considérés comme tardifs, révélant 
une infection ancienne {7}. Leur mise en évidence permettrait donc 
théoriquement de porter le diagnostic de poliomyélite au det- 
xiéme-troisieme jour de la maladie, tout en prévoyant le type 
de virus en cause, bien avant que soient connus les résultats de 
Visolement. 

Leur spécificité de type est constante en ce qui concerne les 
poliovirus de type I, moins rigoureuse pour les poliovirus de 
type II et, pour ces derniers, demande confirmation, 2 cas seu- 
lement ayant été étudiés. Pour les poliovirus III aucune inhibition 
n’a pu étre mise en évidence, mais l’on remarquera que dans 
3 cas sur 4 existaient des anticorps fixant le complément, homo- 
logues, ayant échappé a la réaction de F.C. a 2 unités d’anti- 
gene, et qui rendent impossible la mise en évidence d’une inhibi- 
tion spécifique. 

S’agit-il d’une méthode pouvant étre utilisée couramment dans 
le diagnostic précoce de la poliomyélite ? Nous ne le pensons pas. 
Sa trop grande complexité en restreint actuellement les applica- 
tions, en les limitant au domaine de la recherche ou a des cas trés 
particuliers. Nous pensons que la réaction d’I. F.C. peut étre 
appliquée avec profit a l’étude du pouvoir immunigéne des vaccins 
inactivés ou vivants, non seulement chez animal, mais également 
chez homme. 

Si lon envisageait d’utiliser cette réaction sur une grande 
échelle, on pourrait se limiter 4 l'étude de 5 dilutions du sérum 
(1/8 a 1/128) et surtout il faudrait substituer aux sérums spéci- 
fiques humains, difficiles 4 sélectionner surtout pour les types I 
et II, des sérums de singes hyper-immunisés qui sont trés spé- 
cifiques et de titre moyen en F. C. 


II. Les anticorps décelés par la réaction de F.C. a 1 unité 
d’antigéne posent un probleme difficile 4 résoudre. Les anticorps 
ainsi démasqués sont généralement de type III. Mais, qu’ils appa- 
raissent précocement, tardivement ot a la suite des anticorps 
I. F.C., on s’explique mal comment ils ont pu échapper a la 
réaction de F. C. a 2 unités d’antigéne. 
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a) L’absence de formation d’un complexe fixant due a un exces 
d’antigéne, peut certes @tre envisagée pour les sérums de titres 
bas (1/8). Elle est déja plus difficile 4 admettre pour les sérums 
titrant 1/16 et ne peut plus étre retenue dans le cas n° 12 ot les 
anticorps de type III atteignent 1/32. 

b) On peut alors évoquer l’intervention d’inhibiteurs non spé- 
cifiques, que le séjour prolongé a — 20°C, suivi d’un chauf- 
fage a + 60° © pendant trente minutes, aurait fait disparaitre. 

c) Cependant, la réaction de F.C. a 1 unité d’antigéne différe 
également de la réaction de routine par une fixation préliminaire 
de gquarante-cing minutes 4 37° C, qui peut rendre cette réaction 
plus sensible en révélant par exemple l’existence d’anticorps 
d’optimum thermique différent. 

d) Enfin, la possibilité de défaillances de Vantigéne suivant le 
lot de préparation, quoique peu probable a priori, ne peut étre 
entiérement écartée. 

C’est dans le but de vérifier laquelle de ces hypothéses est la 
plus vraisemblable que nous avons étudié en détail le sérum 
60-3560. Ce sérum avait été négatif en 1960 et montrait mainte- 
nant un titre de 1/16 vis-a-vis de l’antigéne de type III par la 
réaction de F.C. a 1 unité d’antigéne. 

Dans une premiére expérience nous avons fait subir a ce sérum : 

1° Une réaction de F. C. de routine (sérum inactivé a 56° C 
pendant trente minutes, dix-huit heures de fixation & + 4° C) 
mais sur 1 unité, 2 unités et 4 unités d’antigéne. 

2° Une réaction de F.C. du type de celle réalisée dans la 
partie directe de la réaction d’I. F. C. (sérum inactivé a 60° C 
pendant trente minutes, fixation préliminaire de guarante-cing 
minutes 4 37° C, puis fixation de dix-huit heures & + 4° C) éga- 
lement sur 1 unité, 2 unités et 4 unités d’antigéne. 


Les résultats sont rapportés dans le tableau V. 


TaBLeau VY. 
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4 = absence d’hémolyse ; 3 = hémolyse, 25 p. 100; 2 = hémolyse 50 p. 100; 
1 = hémolyse 75 p. 100; t = traces. ' 
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La comparaison des degrés de fixation du complément dans les 
deux réactions permet d’abord d’éliminer une inhibition par excés 
d’antigéne, la fixation du complément s’accroissant trés discré- 
tement quand augmente le nombre d’unités d’antigéne. 

Elle permet de suspecter trés fortement intervention d’inhi- 
biteurs non spécifiques sensibles aux congélations-décongélations 
successives, car la réaction de routine est devenue positive au 
titre de 1/8, alors quelle était négative en 1960 sur 2 unités 
d’antigéne. 

Mais la fixation du complément étant plus importante avec la 
réaction comportant une fixation préliminaire de quarante-cing 
minutes a 37° C, ce phénoméne peut recevoir deux explications : 

a) Ou bien les inhibiteurs non spécifiques sont également sen- 
sibles au chauffage & 60°C pendant trente minutes et par 1a 
mieux éliminés, 

b) Ou bien la fixation préliminaire a 37° C intervient pour 
sensibiliser la réaction elle-méme. 


Nous avons donc soumis ce méme sérum A deux réactions de 
F.C. comportant une fixation préliminaire de quarante-cing 
minutes a 87° C, mais différant par la température d’inactivation. 

Les résultats sont rapportés dans le tableau VI. 
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Il ressort de ce tableau que le chauffage a 60° C ne comporte 
pas d’avantage sur le chauffage a 56° C, bien au contraire, puisque 
les dégrés de fixation du complément sont relativement plus fai- 
bles avec ce mode d’inactivation. Cette diminution de la fixation 
laisse méme supposer que les anticorps sont partiellement sensi- 
bles a un tel chauffage. 

On peut donc admettre, du moins en ce qui concerne ce sérum, 
que deux des hypothéses avancées sont trés vraisemblables : 

1° Existence d’inhibiteurs non spécifiques sensibles aux congé- 
lations-décongélations successives, fait qui aurait des conséquen- 
ces pratiques immédiates pour nos réactions de routine. 
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2° Meilleure sensibilité de la réaction de F. C. quand elle subit 
une fixation préliminaire de quarante-cing minutes a 37°C. I 
reste 4 savoir dans quelle mesure cette augmentation de la sensi- 
bilité ne se fait pas aux dépens de la spécificité. 


Ces constatations demandent évidemment confirmation, mais 
nous pensons raisonnable d’admettre qu’avec les sérums de ce 
groupe nous avons exploré une zone critique de la réaction de 
F. C. pour la poliomyélite, ou peuvent intervenir l'un ou autre 
phénoméne ou les deux simultanément. 


Ill. Les sérums entiérement négatifs posent des problemes 
encore plus délicats. Pour ne retenir que les deux seuls cas ot 
un sérum précoce et un sérum tardif ont été étudiés, on constate 
que ces malades n’élaborent aucun anticorps décelable, bien quwils 
aient présenté des poliomyélites paralytiques. Des faits analogues 
ont d’ailleurs été déja rapportés, en ce qui concerne les anticorps 
neutralisants, par M™° M. C. Carré [2]. 

Ou bien ces malades sont vraiment incapables d’élaborer des 
anticorps (il pourrait s’agir de sujets agammaglobulinémiques), 
ou bien ils élaborent des anticorps que nous ne savons pas déée- 
ler et pour lesquels d’autres techniques mériteraient d’étre essayées 
(précipitation spécifique en milieu gélifié, hémagglutination condi- 
tionnée ?). 


IV. Les sérums témoins nous apportent la preuve de la grande 
spécificité de la réaction d’I. F.C. Par contre, un de ces sérums 
a répondu avec l’antigéne III en F.C. a 1 unité d’antigéne. La 
clinique ne permet pas de rejeter le diagnostic de poliomyélite, 
qu’aucun contexte épidémiologique ne vient cependant étayer. 
Dans cette hypothése, Visolement ayant été réalisé au douziéme 
jour de la maladie, un entérovirus a pu se substituer au polio- 
virus en cause. On notera de plus que le sérum du malade, éga- 
lement prélevé au douziéme jour de la maladie, ne neutralise pas 
cet entérovirus. L’hypothése inverse ne pouvant non plus étre 
démontrée, nous nous bornerons 4 mentionner cet « achoppe- 
ment » de la réaction de F. C., pour la poliomyélite. 


CONCLUSION. 


Les défaillances de la réaction de F.C. dans la poliomyélite, 
rencontrées chez 16 a 18 p. 100 des malades cliniquement atteints 
de cette affection et chez lesquels un virus poliomyélitique a été 
isolé, peuvent s’expliquer par les constatations suivantes 


1° Certains malades élaborent des anticorps ne fixant pas le 
complément, mais relevés par la réaction d’I. C. F. 
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2° D’autres malades élaborent des anticorps fixant le complé- 
ment, de titre généralement faible. Ces anticorps ont échappé aux 
investigations par la réaction de F.C. de routine pratiquée sur 
deux unités d’antigéne. Ils sont révélés par la partie directe de 
la réaction d’I. F.C. qui se pratique sur 1 unité d’antigéne et 
avec une fixation préliminaire de quarante-cing minutes 4 37° C. 
Diverses hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ce phé- 
nomene paradoxal : inhibiteurs non spécifiques, sensibilisation de 
la réaction par l’incubation préliminaire a 37° C. 

3° D’autres malades enfin n’élaborent aucun anticorps déce- 
Jable par les méthodes actuelles, y compris la recherche des 
anticorps neutralisants. 


RESUME. 


La réaction d’I. C. F. (2) a été appliquée a 45 sérums négatifs 
a la réaction de F. C. de la poliomyélite, bien que provenant de 
32 malades chez lesquels la réalité de cette affection peut étre 
affirmée par la clinique et par l’isolement d’un virus. La réaction 
d’I. C. F. a permis de mettre en évidence, chez certains malades, 
la présence d’anticorps ne fixant pas le complément, mais inhi- 
bant la fixation du complément. Ces anticorps sont précoces, 
fugaces, étroitement spécifiques de type pour les poliovirus I, 
de spécificité plus lache pour les poliovirus II, et ‘n’ont pas été mis 
en évidence pour les poliovirus III. 

Il peut exister chez les mémes malades et chez d’autres des 
anticorps fixant le complément, de titre généralement faible et 
ayant échappé a la réaction de F.C. de routine. Le phénoméne 
est discuté. 


Enfin, certains malades semblent n’élaborer aucun anticorps 
décelable. 


SUMMARY 


ATTEMPTS AT INTERPRETATION OF CERTAIN FAILURES OF THE COMPLEMENT 
FIXATION REACTION IN POLIOMYELITIS, BY MEANS OF THE COMPLEMENT 
FIXATION INHIBITION TEST. 


The complement fixation inhibition test (C. F. I.-test) has been 
applied to 45 sera which proved negative in the polio complement 
fixation reaction, although taken from 32 patients in whom the exis- 
tence of the disease was proved by clinical study and virus iso- 
lation. The C. F. I.-test allowed to demonstrate in certain patients 
the presence of antibodies which did not fix complement, but 
could be demonstrated by the C. I’. I.-test. These antibodies appear 
early, are transient, narrowly type-specific in the case of polio- 


(2) « C. F. 1. test » en anglais. 
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virus type I, less specific for type II, and could not be demons- 
trated for type III. 

These patients and other poliomyelitis patients might posses 
complement fixing antibodies at low titers, which are not demons- 
trated by the routine complement fixation reaction. The pheno- 
menon is discussed. 

Finally, certain patients do not seem to possess any detectable 
antibody. 
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A PROPOS DU POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL 
ET DE LA CULTURE DU VIRUS DU TRACHOME 


par Annie ROGER et F. ROGER (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus {D* Pierre L&pine}) 


Le virus du trachome appartient au groupe psittacose-lympho- 
granulomatose vénérienne par sa morphologie, son antigénicité 
et la facilité de sa culture dans la membrane vitelline de l’ceuf de 
poule ; il ne saurait plus 4 ce sujet demeurer désormais aucun 
doute {2, 3, 4, 48]. 

Cependant, son pouvoir pathogéne expérimental, tel qu'il est 
actuellement décrit chez les animaux de laboratoire, parait en 
faire un germe particulier en raison de la réceptivité considérée 
comme nulle de la souris, du cobaye et du lapin. 

Il peut, en effet, paraitre singulier qu’aucune réaction ne puisse 
étre observée dans le derme du Japin avec une souche décrite chez 
la souris comme toxique (Hurst et Reeve [7]), puisque l’expéri- 
mentation nous a par ailleurs appris que les souches toxiques de 
richettsiales, y compris celles de psittacose, peuvent étre indiffé- 
remment titrées chez la souris inoculée par vole veineuse ou par 
inoculation dans le derme du lapin. ’ 

Nous ne connaissons pas non plus de virus du groupe psitta- 
cose-lymphogranulomatose vénérienne qui ne soit capable, a dose 
massive au moins, de se multiplier dans le poumon de la souris 
inoculée par voie nasale. 

L’importance de ces caractéres négatifs serait done considérable 
pour la classification biologique du virus du trachome en méme 
temps que pour une meilleure compréhension de son pouvoir 
pathogéne si leur existence se trouvait confirmée. 

Telle est la raison qui nous a conduits a étudier 4 nouveau 
quelques aspects du pouvoir pathogéne expérimental du virus et 
a observer de trés prés les réactions des animaux en procédant 
systématiquement a leur autopsie et en effectuant tous les contréles 
histologiques, cytologiques ou virologiques qui nous ont semblé 
utiles. 


(*) Manuscrit recu le 15 mai 1961. 
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Les mémes principes ont été appliqués, chemin faisant, a étude 
des ceufs inoculés dans le sac vitellin lors de l’entretien de la 
souche et, par extension, & ceux qui ont recu le virus sur lune ou 
Vautre des deux faces de la membrane chorio-allantoide. 


Matériel et méthodes, 


1° SoucHE pE virus. — Nous avons employé la souche historique 
« T’ang » [48], qui nous a été fort aimablement transmise par le 
D' L.H. Collier, de Londres, sous forme d’une membrane vitelline 
richement infectée, expédiée aussitdt apres le prélevement, sans aucune 
précaution spéciale. 

A son arrivée a Paris, vingt-quatre heures plus tard, le virus a aussi- 
tot été inoculé dans le sac vitellin d’ceufs préalablement incubés pen- 
dant sept jours & 37° C et ot la culture a été positive le quatriéme et 
le cinquiéme jour de l’incubation seconde 4 34° C. 

La souche a ensuite été réguli¢rement entretenue dans la membrane 
vitelline d’oeufs provenant de poules Leghorn blanches. 

Tous les passages et tous les essais ont été réalisés avec des mem- 
branes vitellines infectées, broyées au broyeur de verre en présence de 
sable de Fontainebleau stérile, et mises en suspension dans le liquide 
décrit par Bovarnick, Miller et Snyder pour Ja conservation des 
rickettsies, le produit finalement inoculé étant, chaque fois, le liquide 
surnageant de centrifugation lente ou de sédimentation spontanée. 


2° TrecuniguEs. — Nous ne croyons pas utile de décrire les techniques 
bien connues d’inoculation dans le sac yvitellin ou le sac allantoique ni 
d’infection de la membrane choriale de l’cauf, pas plus que les procédés 
dinjection chez l’animal. On doit cependant noter que les techniques 
utilisées ont été préalablement étalonnées grace & une solution de bleu 
de méthyléne, de fagon a écarter soigneusement toute erreur topo- 
graphique. 5 

Le succés dans la recherche du virus sur les frottis est conditionné 
par un petit nombre de précautions techniques indispensables [10, 44] 
que nous avons scrupuleusement respectées. 


a) Pour les frottis proprement dits et pour les calques : 


a) La surface de coupe des organes doit étre épuisée sur papier buvard 
de fagon a obtenir réellement image cellulaire des organes et non des 
frottis sanguins. 


6) Les frottis pulmonaires doivent étre obtenus (également apres éli- 
mination du sang) par expression, en comprimant le fragment prélevé 
entre la pince et la surface du verre et en imprimant A la pince un 
mouvement de rotation : on peut ainsi examiner vraiment le contenu 
des alvéoles, des acini et des bronches de cet organe creux, assez 


x 


analogue & une éponge. 


y) Chez la souris, on repérera trés soigneusement pour une étude 
ullérieure les premiers calques méningés obtenus par apposition directe 
4 la surface de la pie-mére, car les réactions inflammatoires légéres des 
méninges s’épuisent trés vite d’un calque A l’autre. 
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b) Pour les colorations, il est indispensable d’utiliser toujours deux 
lames par organe et de les soumettre & deux procédés de coloration dont 
la signification n’est pas identique : le premier étant celui de Macchia- 
vello [44], le second impliquant l’usage d’un éosinate, comme le liquide 
de Wright par exemple [46]. 

Le procédé de Macchiavello s’est révélé trés souvent indispensable : 
i] est, notamment, irremplacable pour les frottis riches en globules 
rouges, et, tout particuliérement, pour les appositions méningées ot 
il élimine les hématies (qui masquent le plus souvent les cellules inté- 
ressantes avec les éosinates) tout en respectant les cellules inflamma- 
toires ou infectées. C’est donc avec la technique de Macchiavello, trop 
souvent négligée pour le virus du trachome, qu’il faut étudier les pre- 
miers calques de pie-mére. 


PREMIERE PARTIE 


Observations effectuées lors de l’entretien de la souche 
dans la membrane vitelline. 


A.— MorTatirTf DES OEUFS ET RENDEMENT DE LA CULTURE [2, 8, 4, 48}. 


La conservation de la souche dans la membrane vitelline de 
Voeuf ne présente aucune difficulté spéciale par rapport a celle 
des autres virus du groupe psittacose-lymphogranulomatose véné- 
rienne : on peut, en effet, utiliser des dilutions élevées pour les 
passages si l’inoculation a lieu aussitot aprés le prélevement, car 
la sensibilité du sac vitellin est telle que les ccufs riches en virus 
peuvent y atteindre un titre infectant voisin de 10’ ou 10%. 

L’avantage des passages réalisés avec des dilutions élevées 
réside principalement dans la réduction de la mortalité précoce 
et, corrélativement, dans ]’élévation du rendement final de culture. 

Cependant, si l’on conserve la souche entre les passages et si 
la température de conservation n’atteint pas —70° C, il est prudent 
d’utiliser des concentrations plus élevées en raison de l’inactiva- 
tion progressive du virus au cours du stockage. 

Dans les conditions de travail ol) nous nous sommes trouvés, 
avec un congélateur a — 20° C et avec des passages séparés par 
une a quatre semaines, nous avons donc employé des concentra- 
tions relativement fortes correspondant a des dilutions au dixiéme 
ou au centiéme de membranes vitellines moyennement riches. 

Le rendement en virus de la culture a cependant été relativement 
élevé, puisque les frottis ont été positifs dans 68 p. 100 des cas 
pour 286 ceufs inoculés ; 5 p. 100 des ceufs sont morts ou ont 
été sacrifiés tardivement sans avoir présenté de culture et 27 p. 100 
sont morts précocement, avant apparition des éléments virulents. 
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La culture est, en effet, réguli¢rement nulle pendant les pre- 
miers jours qui correspondent 4 ce que Collier appelle « la phase 
de mortalité non spécifique », terme qui nous a paru justifié car 
la mortalité précoce est, par ailleurs, indépendante de la vitalite 
du virus et peut é¢tre observée avec des broyats de membrane 
vitelline non infectée. 

Les premiers éléments visibles sur les frottis apparaissent vers 
le troisieme ou le quatriéme jour, mais sont encore trés inconstants 
pendant cette période. L’autopsie des ceufs morts ne s’impose 
done pratiquement qu’a partir du cinquiéme jour dans la mesure 
ot! l’on cherche simplement a obtenir du matériel virulent utili- 
sable : c’est, en effet, entre le cinquiéme et le treiziéme jour que 
s'est échelonnée toute la mortalité spécifique au cours des 9 pas- 
sages que nous avons effectués ; avec les fortes concentrations 
de matériel virulent, c’est-a-dire avec les ceufs les plus riches, le 
maximum de mortalité se rapproche du cinquiéme jour, il 
s’éloigne, au contraire, vers le dixiéme jour avec les dilutions les 
plus fortes. 

Cependant, l’observation n’a pratiquement jamais besoin d’étre 
aussi prolongée, car la mortalité avec culture ne dure pratique- 
ment jamais plus de trois jours: elle a, en effet, été observée 
pendant un a trois jours selon le passage, lage et la provenance 
des ceufs ou la concentration de virus, la durée moyenne de la 
mortalité spécifique ayant été de 1,6 jour par suite d’un pic 
ordinairement assez aigu. 

Si l’on fait varier le temps d’incubation préalable des ceufs 
a 387° C, comme nous l’avons fait avec des groupes de 20 cufs, 
on constate que la date de mortalité spécifique moyenne est 
retardée chez les ceufs inoculés a un stade plus précoce de leur 
développement : la durée moyenne de survie a, en effet, été de 
six jours avec les ceufs inoculés au cinquiéme jour de leur déve- 
loppement contre cing jours pour les ceufs inoculés au sixiéme et 
au septiéme jour, sans que la richesse finale de la culture ait, pour 
cela, été influencée. 

Le rendement de la culture pendant la période utile (c’est- 
a-dire compte non tenu des ceufs morts avant le cinquiéme jour) 
s'est élevé a 94 p. 100, le déchet de 6 p. 100 correspondant a des 
ceufs morts trés tardivement entre le onziéme et le treizieéme jour. 


La richesse de la culture n’a rien a voir avec la date de morta- 
lité par elle-méme : elle peut, en effet, étre identique avec des 
ceufs morts au cinquiéme jour dans un premier passage et avec 
des ceufs dont le pic de mortalité a été observé, dans un second 
passage, au neuvieme ou au dixiéme jour. Elle parait, en revanche, 
reliée pour chaque passage a la date de mortalité moyenne : plus 
la mort de l’ceuf est en effet précoce par rapport a cette date, et 
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plus la culture se montre pauvre, les cufs morts le plus tardi- 
vement étant ordinairement les plus riches (1). 

Pour une méme date de mortalité, la richesse en éléments viru- 
lents peut étre trés différente d’un ceuf a l’autre, probablement du 
fait de linhomogénéité relative de la population embryonnaire. 


B. — L&srons EMBRYONNAIRES. 


1° A l’autopsie, les embryons de la phase de mortalité spéci- 
fique ont laspect exanthématique caractéristique des lésions 
a rickettsiales et qui peut étre observé notamment avec les autres 
virus du groupe psittacose-lymphogranulomatose vénérienne : leurs 
téguments sont, en effet, intensément congestifs, avec un maximum 
marqué au niveau de la nuque et du cou et de petites aires 
d’apparence hémorragique autour des follicules des plumes. 

Les membranes vitellines elles-mémes sont friables, intensément 
injectées et beaucoup plus faciles 4 séparer du jaune que les mem- 
branes vitellines normales, de sorte que les frottis ne présentent 
aucune difficulté et paraissent toujours plus beaux que ceux des 
membranes vitellines non infectées. 

Dans deux cas, nous avons noté un ralentissement de la crois- 
sance des embryons et de leurs membranes, sans que nous puis- 
sions affirmer que ce phénoméne a bien été produit par le virus 
trachomateux. 


2° Au contréle histologique, nous n’avons pas observé de suffu- 
sions sanguines cutanées véritables, mais seulement une conges- 
tion tégumentaire diffuse, beaucoup moins spectaculaire a la 
coupe que nous ne l’aurions supposé d’aprés l’aspect macro- 
scopique. 

La congestion viscérale extraordinaire observée au niveau du 
foie et des reins nous a semblé au contraire tout a fait remar- 
quable. 

Les membranes riches en virus sont le siége d’une nécrose 
hémorragique qui en rend l'étude topographique trés difficile. 

3° Cytologie. Sur les frottis, les cellules entoblastiques infectées 
sont également difficilement visibles en raison de leur fragulité 
accrue encore par l’infection. 

Le premier fait marquant est la présence sur les lames de 
petites cellules macrophagiques, de taille un peu supérieure 
a celle des hématies, et ot lon trouve souvent de véritables colo- 
nies, susceptibles d’envahir parfois tout le cytoplasme. Elles sont 


(1) La période tardive est cependant aussi, nous l’avons vu, celle ou 
l’on peut observer une faible mortalité sans culture dont l’explication, 
sans doute trés différente, parait liée 4 la présence d’embryons pourvus 
d’une résistance individuelle anormalement élevée. 
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beaucoup plus rarement observées avec les autres virus du groupe 
psittacose-lymphogranulomatose vénérienne. 


Le second fait digne d’étre noté est la présence de plaques de 
nécrose arrondies ou irréguliéres, presque toujours observées en 
dehors des cellules dont elles proviennent et ordinairement acido- 
philes. Elles prennent en effet une coloration beige avec les é0Sl- 
nates ; elles se colorent en rouge avec le procédé de Macchiavello, 
ce qui confére aux frottis bien différenciés par le bleu de méthy- 
léne un aspect bigarré, rouge et bleu, rarement observé dans la 
membrane vitelline avec les autres souches du groupe des gros 
virus, mais que nous avons rencontré par ailleurs trés fréquem- 
ment chez les animaux dans toutes les infections un peu trainantes 
a rickettsiales. 


Les plaques basophiles prénécrotiques (colorées en bleu avee 
le liquide de Wright ou avec le procédé de Macchiavello) et les 
plaques polychromatophiles intermédiaires sont toujours beau- 
coup plus exceptionnelles. 


C. — MoRPHOLOGIE DU VIRUS TRACHOMATEUX 
DANS LA MEMBRANE VITELLINE. 


1° MorpPHOLOGIE ELEMENTAIRE. — Le polymorphisme des frottis 
est presque constant et l'association en proportions variables de 
corps élémentaires arrondis de dimensions inférieures a 350 mu 
et de corps polymorphes de taille supérieure 4 450 mu est presque 
la régle. 


a) Les corps élémentaires sont, le plus souvent, d’une grande 
finesse et leur disposition en colonies est beaucoup plus fréquente 
sur les frottis qu’avee d’autres virus du groupe psittacose-lympho- 
granulomatose vénérienne. 


Lorsqu’ils sont libres, les corps élémentaires se présentent 
comme des éléments arrondis, presque a la limite de la visibilité, 
plus proches de 250 my que de 450 et, par conséquent, nettement 


plus petits que les corps élémentaires du virus de la pneumonie 
de la souris. 


Leur affinité pour les colorants est également différente : les 
corps élémentaires sont, en effet, beaucoup moins réguliérement 
colorés en rouge avec le procédé de Macchiavello que ceux des 
autres virus du groupe ; lorsqu’ils le sont, leur teinte rouge rubis 
est également toujours moins accusée. Ils sont trés fréquemment 
Macchiavello-négatifs et prennent alors assez faiblement le bleu 
de méthylene, les préparations de pneumonie de la souris utilisées 


comme témoins étant au contraire intensément colorées en rouge 
rubis. 
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_ Avec le liquide de Wright, la coloration est généralement plus 
intense et les corps élémentaires sont violets s’ils sont par ailleurs 
Macchiavello-positifs ou bleutés dans le cas contraire. 


b) Les corps volumineux ou polymorphes (qui englobent en 
particulier les corps initiaux classiques) peuvent atteindre 2 up 
comme cela arrive avec d’autres souches de virus du groupe, mais 
le fait demeure relativement exceptionnel avec le virus tracho- 
mateux, les formes les plus fréquentes étant comprises entre 
450 mu et 1 uy. 

Leur coloration bleue au Macchiavello, quoique fréquente au 
stade terminal des cultures, est beaucoup moins réguliérement 
observée dans la membrane vitelline que cela n’a lieu avec d’autres 
virus du groupe. La coloration rouge rubis constitue, en effet, la 
régle au tout début de la culture chez les ceufs morts au troisiéme 
et au quatriéme jour (et qui peuvent aussi renfermer des corps 
élémentaires) ou les formes Macchiavello-positives, volumineuses, 
arrondies ou ovalaires, sont les plus fréquentes. 

L’aspect Macchiavello-négatif (c’est-a-dire bleu) prédomine 
ordinairement tres largement au moment du pic de la mortalité 
ou aprés lui. 

On arrive parfois a saisir des aspects de transition entre les 
deux types de colorabilité, comme par exemple celui d’éléments 
Macchiavello-positifs oti l'on voit apparaitre adossées 4 la péri- 
phérie du granule, du cété interne, des structures punctiformes 
de coloration bleutée. 


c) Formes de division. ‘Le groupement deux par deux des corps 
élémentaires libérés nous a paru beaucoup plus rare qu’avec les 
autres virus du groupe, ce qui conduit 4 penser que la membrane 
périphérique visible en microscopie électronique assure moins lon- 
guement la cohésion des éléments fils aprés la phase active proto- 
plasmique de la division. La formation des colonies dans la mem- 
brane vitelline nous a paru au contraire plus fréquente qu’avec 
d’autres souches. 

La division des corps polymorphes est, 4 l’inverse de celle des 
corps élémentaires, fréquemment visible et doit, par suite, étre 
plus longue, le type le plus habituel étant celui d’un élément 
bipolaire avec étirement central assez analogue parfois 4 R. orien- 
talis. 


2° CHRONOLOGIE DE L’INFECTION. — Seuls les corps volumineux 
Macchiavello-positifs ont une chronologie assez caractéristique et 
prédominent nettement au tout début de la culture, a un stade ott 
les particules de virus sont encore assez peu nombreuses. 

Ultérieurement, il ne parait y avoir aucune relation entre le 
type de culture et la chronologie de Vinfection, pas plus que la 
position de l’ceuf mort par rapport au pic de mortalité dans le 
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passage. Pour une méme date de mortalité des ceufs, les formes 
observées d’une membrane a l'autre sont, en effet, trés différentes 
avec, ordinairement mais non toujours, prédominance massive 
(sinon présence exclusive) dans chaque membrane de Yun ou 
l'autre des deux grands types morphologiques. 

Tout au plus peut-on dire qu’aux ceufs les plus riches corres- 
pondent plus volontiers des frottis trés riches en corps élémen- 
taires. 


DEUXIEME PARTIE 


Etude du pouvoir pathogéne expérimental 
du virus du trachome. 


A. — INocULATION D’OEUFS EMBRYONNES SUR LA MEMBRANE CHORIALE 
OU DANS LE SAG ALLANTOIQUE. 


45 ceufs ont été inoculés dans le sac allantoique ou sur |’ épithé- 
lium chorial au cours de trois passages distincts ; la mortalité 
totale a été de 20 p. 100, une autre fraction de 20 p. 100 ayant, 
en outre, été sacrifiée entre le sixiéme et le treiziéme jour pour 
un controle microscopique de la culture. 

Lors des inoculations sur la membrane choriale, nous n’avons 
observé aucune mortalité avant le septieme et le huitiéme jour ; 
lors des injections dans le sac allantoique la mortalité s’est pro- 
duite en grande partie de fagon précoce, 6 4 7 p. 100 seulement 
des embryons étant morts seulement entre le cinquiéme et le 
huitiéme jour. 

Aucun des ceufs morts précocement et aucun des ceufs sacrifiés 
tardivement n’a montré de culture, ni au point d’inoculation ni 
a distance dans la membrane vitelline. En revanche, tous les 
ceufs morts tardivement, entre le cinquiéme et le huitiéme jour, 
ont permis d’observer, quel qu’ait été le point d’inoculation, une 
culture secondaire, de richesse moyenne, dans la membrane vitel- 
line ; ils présentaient en outre, a l’autopsie, Jes lésions habituelles 
des ceufs qui ont succombé a une culture vitelline de virus : aspect 
exanthématique embryonnaire et nécrose hémorragique de la 
membrane vitelline. Les lésions au point d’inoculation parais- 
salient, au contraire, assez minimes : difficilement visibles A ]’ceil 
nu dans le cas des inoculations dans le sac allantoique, elles 
s'accompagnaient d’un aspect trouble du mésenchyme périvascu- 
laire et d’un simple épaississement localisé au point d’inoculation 
dans le cas des inoculations sur ]’épithélium chorial. 


Histologiquement, les lésions de la membrane chorio-allantoide 


nous ont également paru plus marquées aprés inoculation sur 
l’épithéhum chorial. 
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On observe en effet, dans ce cas, des altérations des cellules 
épithéhales superficielles, sans destruction de la continuité de 
Pépithélum ; nombre d’entre elles sont vacuolisées et turges- 
centes ; le mésenchyme sous-jacent est infiltré de cellules arrondies 
macrophagiques, trés analogues a celles que l’on rencontre avec le 
virus de la psittacose (qui est cependant capable aussi de détruire 
totalement la couche épithéliale). 

A aucun moment, nous n’avons observé la culture choriale rela- 
tivement riche que nous avions précédemment rencontrée avec le 
virus de l’avortement de la brebis ou la souche Kam de lympho- 
granulomatose vénérienne {47}. L’épithélium allantoidien est, aprés 
inoculation sur l’épithélium chorial, réguligrement indemne. 

Apres injection dans le sac allantoique, les lésions du chorion 
de la membrane nous ont paru moins accusées : |’infiltration 
cellulaire y est peu marquée, mais la congestion des vaisseaux, 
parfois accompagnée de suffusions hémorragiques localisées sous- 
épithéliales, est fréquente. Les cellules de l’épithélium du_ sac 
paraissent en de nombreux endroits en voie de mobilisation et 
un petit nombre peut toujours en étre retrouvé dans le liquide. 
En certains points de !’épithélium, les cellules, en prolifération 
marquée, sont disposées sur plusieurs assises et affectent méme 
parfois un aspect en globe autour de débris amorphes éosino- 
philes que l’on retrouve par ailleurs dans le liquide. L’épithélium 
chorial est, ici, absolument indemne. 

Chez un ceuf dont le contréle virologique s’est montré positif, 
Vhistologie de la membrane allantoide était modifiée et se rap- 
prochait de celle des membranes choriales infectées avec une 
importante infiltration inflammatoire du mésenchyme_ sous-épi- 
thélial. 

Les frottis des membranes chorio-allantoides infectées sont ordi- 
nairement demeurés négatifs avec le type d’ceufs utilisé, a l’excep- 
tion d’un seul cas correspondant a Vinoculation allantoidienne 
dont nous venons de rapporter la singularité histologique et ott 
furent observés tous les types d’inclusions caractéristiques du 
virus du trachome dans la conjonctive de loeil humain, avec les 
corps de Prowazek-Halberstaedter les plus typiques. On n’y trou- 
vait cependant pas le virus dans les placards épithéliaux mais 
seulement dans le cytoplasme de cellules isolées moins volumi- 
neuses que les cellules épithéliales et, apparemment, mésenchy- 
mateuses et macrophagiques. 

Cependant, le fait majeur demeure la régularité de la culture 
a distance du point d’inoculation, a l’intérieur de la membrane 
vitelline chez tous les ceufs morts aprés inoculation sur l'une 
queleonque des deux faces de la chorio-allantoide, le fait étant 
observé beaucoup plus souvent aprés inoculation choriale (20 p. 
100) qu’aprés inocultion allantoidienne (6 a 7 p. 100). 
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Il parait done logique de se demander si la mortalité observée 
du cinquiéme au huitiéme jour n’a pas été provoquée par la loca- 
lisation secondaire, métastatique, dans le tissu embryonnaire 
électivement le plus sensible et oti le niveau de culture a toujours 
été trés supérieur a celui observé au point d’inoculation. 

Aussi peut-il étre intéressant de noter, pour expliquer le méca- 
nisme de cette localisation secondaire, que les frottis de mem- 
branes vitellines ont toujours montré dans ce cas une culture trés 
nette du virus dans des cellules arrondies et isolées, apparemment 
macrophagiques, et trés analogues a celles rencontrées dans les 
frottis ou sur les coupes de la chorio-allantoide. 


B. — INocuLATION DU VIRUS TRACHOMATEUX CHEZ LA SOURIS. 


1° Vor péRiton£ALeE. — Elle s’est montrée absolument négative 
malgré la dose massive utilisée (0,2 ml d’une suspension au 
dixiéme d’une membrane vitelline trés riche en corps élémen- 
taires). Il n’y a eu aucune mortalité toxique précoce ni aucune 
mortalité tardive. 

La moitié des souris a été sacrifiée en bonne santé au neu- 
vieme jour : il n’y avait mi exsudat ni liquide dans le péritoine, 
ni aucune trace de culture du virus dans les frottis de paroi ou 
de poumon, pas plus que dans les appositions de foie ou de rate 
ou dans les calques méningés. 

L’autre moitié des animaux a survécu a Jinoculation sans 
jamais présenter par la suite le moindre symptOme de maladie. 


2° La vore NASALE. — Elle a été utilisée sous anesthésie a |’ éther 
avec la méme suspension virulente que celle employée par ailleurs 
dans le cerveau ou le péritoine de l’animal ; chaque souris a 
recu 10 gouttes de suspension, correspondant a 0,2 ml. 


Les souris ont toutes présenté une dyspnée marquée a partir 
du troisiéme jour, avec abattement, perte de l’activité et de lappé- 
tit, aspect en boule, les poils hérissés, les yeux fermés et les 
pattes antérieures volontiers posées sur le dos d’une autre souris. 


La moitié environ des animaux est morte quatre jours aprés 
Pinculation dans un syndrome de prostration précédé et accom- 
pagné par la dyspnée ; les autres ont été sacrifiés entre le qua- 
triéme et le sixiéme jour. 

Nous n’avons fait chez les souris aucune tentative de passage 
en série, les autres virus du groupe psittacose-lymphogranulo- 
matose vénérienne étant tous adaptables par voie nasale chez la 
souris dés le premier passage a partir de sacs vitellins avec la 
technique utilisée. 
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A lautopsie, les souris mortes ont montré généralement des 
poumons modérément augmentés de volume, hépatisés en totalité 
ou en partie. 

Les souris sacrifiées présentaient, suivant les cas, et suivant 
la symptomatologie précédente, soit un cedéme pulmonaire avec 
nette augmentation de volume, soit une association de congestion 
et d’cedéme, le volume de l’organe étant alors presque normal. 

Les lésions histologiques apparaissent centrées par le systéme 
vasculo-bronchique. 

Lorsqu’elles sont typiques, elles ont une structure schématique- 
ment assez nette. L’épithélium des bronches est presque partout 
conservé bien qu’il présente en certains endroits des aspects plus 
ou moins évidents de desquamation, mais la lumiére peut étre 
envahie par un nombre de cellules inflammatoires assez grand 
pour l’obstruer entiérement au niveau des bronches de moyen 
calibre ; elle peut cependant aussi ne contenir qu’un trés petit 
nombre de cellules inflammatoires. 

Les lésions les plus curieuses sont périvasculo-bronchiques 
elles sont analogues a celles observées dans la psittacose expé- 
rimentale de la souris inoculée par voie nasale et consistent en 
un cedéme considérable des gaines artérielles, décollant largement 
le vaisseau du parenchyme ou de l’inflammation cellulaire envi- 
ronnante ; l’cedéme peut s’étendre également autour des bronches 
et les entourer entiérement, le décollement atteignant souvent ici 
des dimensions considérables, ou, au contraire, s’infiltrer seule- 
ment dans la zone avoisinant les arteres; le liquide d’oedéme 
contient toujours quelques cellules inflammatoires. 

Les réactions cellulaires inflammatoires proprement dites pré- 
dominent nettement autour des vaisseaux ot toute structure pul- 
monaire normale peut avoir complétement disparu. Elles étendent 
leurs prolongements dans le parenchyme et, tout particuli¢rement 
dans les cloisons alvéolaires. La réaction cellulaire atteint le plus 
souvent aussi, sur une profondeur variable, les alvéoles ot lon 
peut alors constater, soit une alvéolite monocytaire et macro- 
phagique, soit une alvéolite associée cedémateuse et cellulaire. 

Plus a distance du pédicule vasculo-bronchique, on voit s’étein- 
dre la réaction cellulaire inflammatoire et persister seule une 
alvéolite hémorragique massive par érythrodiapédése, toujours 
associée, bien entendu, 4 Ja congestion des cloisons avoisinantes. 
Dans la partie de cette zone la plus proche des bronches, les 
infundibula sont également envahis par les hématies ; ils en sont 
dépourvus dans la zone périphérique. 

Si l’on s’éloigne davantage encore vers la périphérie de la 
lésion, l’alvéolite, d’abord hémorragique, tend a se transformer en 
alvéolite cedémateuse, puis elle disparait et seules persistent finale- 
ment la congestion et la tuméfaction des cloisons alvéolaires, elle- 
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mémes susceptibles d’étre entourées par une zone normale de 
parenchyme. : 

De facon générale, les lésions microscopiques pulmonaires sont 
plus étendues qu’on ne s’y attendrait d’aprés l’apparence macros- 
copique des organes; elles varient considérablement dans leur 
étendue et la proportion des types individuels de réaction d’un 
poumon a l’autre : parfois, la réaction cellulaire est si considé- 
rable qu’elle occupe la quasi-totalité de l’organe ; parfois, au 
contraire, elle est réduite a une trés petite couronne périvasculo- 
bronchique. 

Dans d’autres cas, et c’est fréquemment celui des animaux 
morts, l’érythrodiapédése prédomine sur une large étendue, et 
la réaction cellulaire inflammatoire semble, par comparaison, 
presque négligeable. 

Dans d’autres cas encore, c’est la réaction hémorragique qui 
fait défaut et le parenchyme congestif, avec épaississement des 
cloisons, fait immédiatement suite a4 la réaction inflammatoire. 

Sur les frottis, on trouve les noyaux habituels des frottis pul- 
monaires et les placards ordinaires de cellules bronchiques, mais 
aussi les signes d’une inflammation monocytaire et macropha- 
gique. 

Le nombre des cellules inflammatoires est tantét plus élevé et 
tantot moindre qu’on ne serait en droit de s’y attendre d’aprés 
Vintensité des lésions histologiques (ce qui n’est d’ailleurs pas 
tellement surprenant, compte tenu de l’irrégularité dans la répar- 
tition des lésions microscopiques dans chaque poumon et de la 
localisation obligatoirement limitée du fragment utilisé pour les 
frottis). 

Les animaux morts assez précocement nous ont seuls permis 
l’observation d’éléments virulents a l’intérieur des cellules macro- 
phagiques d’origine locale (cellules 4 poussiéres) ou d’origine 
sanguine. I] existe toujours trés peu d’éléments virulents libres, 
a l’inverse de ce que l’on observe avec les autres virus du groupe 
psittacose-lymphogranulomatose vénérienne. La localisation du 
virus est, au contraire, exclusivement intracellulaire sous forme 
de colonies uniques ou multiples (comme si l’infection cellulaire 
était fréquemment plurifocale). Le type et l’aspect des cellules 
infectées rappellent done de prés ceux que l’on rencontre avec 
R. burneti dans le poumon de la souris inoculée par voie nasale 
et different beaucoup de ceux qui caractérisent les rickettsies des 
typhus ou les autres virus du groupe psittacose-lymphogranulo- 
matose. 

Le niveau de culture atteint est particulier A chaque animal ; il 
est parfois nul et il n’est jamais trés élevé : il ne correspond, le 
plus souvent, qu’a de rares cellules parasitées (dont le cytoplasme 
est alors occupé par des colonies d’éléments peu nombreux, volu- 
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mineux, ‘Macchiavello-négatifs, voisins de 600 mu); parfois, 
cependant, les cellules infectées sont nettement plus nombreuses 
et l'on y rencontre des colonies de types plus divers, composées 
d’éléments de toute taille et de toute forme, Macchiavello-positifs 
ou négatifs, rappelant souvent de trés prés la morphologie 
observée chez les trachomateux. 

Ni les frottis ni les coupes ne nous ont montré la présence du 
micro-organisme péripneumonique de la souris décrit par Herzberg, 
si fréquemment rencontré avec certaines autres souches de ricket- 
tsiales aprés leur inoculation par voie nasale. 


3° La vole INTRACRANIENNE. — Elle est également intéressante 
(Hurst et Reeve [7]). Les souris commencent leur maladie dés le 
deuxiéme jour avec les doses massives que nous avons utilisées, et 
leur état s’aggrave ensuite trés lentement jusqu’a la mort, qui a été 
de régle et qui s’est produite de facon trés dispersée entre le 
sixiéme et le seiziéme jour. 

Pendant la maladie, les animaux sont peu actifs, ont le dos 
arqué et se mettent en boule; ils laissent proliférer leurs para- 
sites et se groupent ensemble, les poils hérissés et les yeux fermés ; 
ils se nourrissent pourtant presque jusqu’a la fin, malgré la dété- 
rioration progressive de leur état général. 

Lorsqu’on agite le bocal qui les contient, les souris ont des 
sursauts violents qui traduisent une réflectivité nettement au-dessus 
de la normale. Celles qui meurent le plus tardivement deviennent 
progressivement cachectiques, leur faiblesse est intense, elles 
tombent sur le cété au moindre heurt et ont alors les plus grandes 
difficultés A se relever, avec des mouvements lents et un trem- 
blement qui accompagne et suit leurs efforts. 

Au stade terminal de la maladie, quelques souris développent 
des abcés bactériens de sortie sous-maxillaires, voire pulmonaires 
comme ceux que ]’on rencontre parfois en médecine humaine chez 
les cachectiques. 

A l’autopsie, observation de la boite cranienne des animaux 
morts tardivement confirme l’impression clinique d’augmentation 
de volume. 

Chez les animaux morts plus précocement, le premier coup de 
ciseau dans la votte osseuse et la dure-mére provoque lissue 
d’un liquide céphalo-rachidien abondant, manifestement sous 
pression, et qui n’est généralement pas intensément trouble. 

‘Le cerveau lui-méme est congestif et, dans 50 p. 100 des cas, 
d’un volume nettement anormal. 

Les contréles histologiques établissent définitivement le dia- 
gnostic d’hydrocéphalie, les ventricules latéraux dilatés étant tou- 
jours largement visibles au simple examen oculaire de la section 
transversale de |’encéphale. 
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La dilatation, presque constante, est souvent inégale d’une 
cavité a l’autre : elle est parfois assez considérable pour doubler 
le volume des hémisphéres. 

Les lésions microscopiques prédominent trés nettement au 
niveau des ventricules et nous ont semblé appartenir a deux types 
inflammatoires de signification tres différente. 

Le premier correspond a une réaction inflammatoire simple- 
ment macrophagique ou monocytaire et strictement péri- et intra- 
ventriculaire. 

Le second se caractérise par une inflammation lympho-plasmo- 
cytaire surajoutée et par la diffusion de cette réaction 4 distance 
des ventricules le long des vaisseaux vers la base du cerveau et, 
a un moindre degré, vers les méninges. 

L’encéphale n° 206 prélevé chez une souris morte au quinziéme 
jour correspond au type macrophagique. 

Les cavités ventriculaires latérales sont moyennement dilatées ; 
on y trouve, par places, outre des amas éosinophiles amorphes et 
des hématies, de nombreuses cellules monocytaires et macropha- 
giques, d’aspect fréquemment arrondi et vésiculaire. 

Le revétement épithélial des cavités a, par endroits, totalement 
disparu ; il est ailleurs bien visible, mais peut alors présenter des 
signes non équivoques de ségrégation et de mobilisation des 
cellules. 

En certains points, le dépét macrophagique et monocytaire des 
parois se continue sur une faible profondeur a l’intérieur de la 
substance nerveuse et y constitue méme parfois de véritables gra- 
nulomes ott les cellules, toujours arrondies et volumineuses, 
demeurent nettement distinctes et ressemblent tout a fait a des 
cellules en culture, bourrées de virus. 

L’épithélium des plexus choroides est normal, niais leur axe 
conjonctif montre de place en place de grandes cellules arrondies 
ordinairement isolées et d’apparence macrophagique. 

Le cerveau est cedémateux sur une faible profondeur tout 
autour des cavités cérébrales et il y a méme quelques zones de 
démyélinisation dont Pune s’étend jusqu’a Vintérieur de la com- 
missure médiane. 

Paradoxalement, les réactions vasculaires et périvasculaires 
sont assez peu marquées : on constate simplement une légére 
congestion des capillaires de la pie-mére ou du septum médian, 
mais il n’y a pas a proprement parler de lésions, méme localisées, 
de méningite. ‘La substance grise et la substance blanche de l’encé- 
phale sont indemnes en dehors de la zone périventriculaire et les 
espaces de Virchow-Robin sont libres de toute réaction inflam- 
matoire, les capillaires correspondants n’étant méme pas dilatés 
au voisinage des ventricules 4 |’exception d’un seul situé non loin 
du plexus médian et qui présente, outre une image de dilatation 
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congestive, une assise unique et discontinue de cellules mono- 
cytaires située en dehors de l’épithélium et entourée elle-méme 
par une mince bande d’cedéme. 

L’encéphale n° 204 fournit un exemple du second type inflam- 
matoire ; il provient d’une souris morte six jours aprés l’inocula- 
tion. 

Les cavités ventriculaires latérales sont énormes : on y trouve 
des hématies et des cellules lympho-plasmocytaires, associées 
a des macrophages. 

La paroi des ventricules latéraux est tapissée du cdté de la 
lumiére et infiltrée du cdté du cerveau par des cellules lympho- 
plasmocytaires nombreuses et par quelques cellules monocytaires 
ou macrophagiques. Leur revétement épithélial a presque partout 
disparu, mais l’épithélium des plexus choroides est assez curieu- 
sement indemne, méme sil existe une réaction inflammatoire, le 
plus souvent trés localisée et trés discréte d’ailleurs, de leur base. 

Les ventricules correspondent, en effet, a la zone élective de 
Vinflammation a petites cellules et les cavités médianes sont 
bourrées de cellules rondes qui en obstruent presque complétement 
la lumiére et qui envahissent aussi les axes choroides médians. 

La zone de tissu nerveux qui entoure les cavités de l’encéphale 
est cedémateuse et les capillaires avoisinants sont intensément 
congestifs ; ils sont aussi entourés de trés beaux manchons de 
cellules rondes. La péricapillarite se continue assez loin dans la 
substance nerveuse et s’étend surtout vers la base de l’encéphale. 

On constate aussi l’existence de plaques localisées de ménin- 
gite, d’intensité généralement moyenne, sauf du cdté de la base 
ou la réaction inflammatoire lympho-plasmocytaire est assez 
accusée. Au niveau de la convexité, il n’y a qu’une simple réaction 
congestive avec, par endroits, de petites infiltrations localisées 
péricapillaires prédominant volontiers du cdté des vaisseaux qui 
ne se trouvent pas en contact avec les hémisphéres. Chaque réac- 
tion méningée s’accompagne d’un cedéme trés limité du cerveau 
sous-jacent. 

Par ailleurs, il n’existe aucune réaction inflammatoire des 
espaces de Virchow-Robin, ni aucune congestion des capillaires 
dans la substance grise ou dans la substance blanche des hémis- 
pheres. 

Dans les deux encéphales, le trajet d’inoculation est bien visible : 
il est le plus typique dans le cerveau 204 ot l’on trouve une 
nécrose cunéiforme entourée d’une couronne de démyélinisation 
et d’cedéme, et accompagnée a4 son extrémité de nombreuses 
hématies. 

A Vextrémité du trajet de l’aiguille dans le cerveau 206, la paroi 
inférieure du ventricule latéral est occupée par un véritable gra- 
nulome macrophagique. 
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Le contrdle histologique permet donc d’affirmer, dans les deux 
cas, le caractére intraventriculaire indéniable de injection. 


Les frottis du contenu des ventricules ou les appositions ménin- 

- . Ree > ° x 

gées permettent de retrouver la méme diversité d’un animal a 
l’autre dans les cellules inflammatoires. 


Certaines montrent une réaction typiquement lymphocytaire 
avec un trés petit nombre de cellules macrophagiques ou l’on peut 
cependant retrouver des éléments virulents, le plus souvent de 
grande taille, colorés en rouge ou en bleu avec le procédé de 
Macchiavello. 

D’autres (comme la souris 206), dont les frottis renferment 
presque uniquement des macrophages ou des monocytes, sont 
particuligrement riches en virus, les aspects morphologiques 
observés étant aussi divers que ceux précédemment décrits dans 
la membrane vitelline, les particules de virus, de toute taille et de 
toutes couleurs avec le procédé de Macchiavello, libres ou intra- 
cellulaires, étant associées 4 des plaques nécrotiques éosinophiles, 
voire a des fragments cytoplasmiques rouges ou bleus de forme 
plus ou moins irréguliére. C’est dans ce type cellulaire que la 
culture du virus dans l’encéphale nous a paru de beaucoup la 
plus riche. 

D’autres enfin, comme la souris 204, associent les deux types 
de réactions inflammatoires et montrent la plus grande diversité 
cellulaire, associée & une culture moyennement riche du virus. 

Dans les appositions de la pie-mére, en dehors des plaques de 
méningite, on identifie facilement les cellules normales a |’état 
pur. Dans la zone correspondant aux plaques méningées, on voit 
encore les cellules de la pie-mére, assez semblables morpholo- 
giquement a des cellules épithéliales et dont certaines} assez rares, 
peuvent étre semées d’éléments trés fins colorés en bleu au 
Macchiavello ; mais on constate surtout la présence d’un grand 
nombre de cellules monocytaires ou macrophagiques, a cytoplasme 
poussiéreux et vacuolaire, seules massivement infectées par le 
virus, et de cellules lympho-plasmocytaires, voire méme de 
quelques polynucléaires tout 4 fait typiques. Le virus est assez 
abondant soit intracellulaire, soit a l’intérieur de gangues de 
nécrose rouges ou rosées qui conférent au frottis un aspect bigarré, 
trés caractéristique, avec la technique de Macchiavello. 


C. — INOCULATION DANS LE PERITOINE DU COBAYE (T’ang et coll. [48]). 


L’injection du virus dans la cavité péritonéale de cobayes males 
de 250 4 300 g, toujours a partir de broyats concentrés de mem- 
branes vitellines riches en virus, n’a jamais provoqué d’élévation 
thermique au-dessus de 38°5-39° C, 
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Il n’y a pas eu de retentissement sur la courbe de poids ni de 
réaction de la vaginale. 

L’autopsie, pratiquée au neuviéme jour, n’a permis de cons- 
tater aucune lésion ni aucune culture, les frottis de foie, de rate, 
de paroi, de vaginale et de poumon étant réguligrement négatifs 
au controle microscopique. 


D. — INOCULATION DANS LE DERME DU LAPIN. 


L’inoculation dans le derme du lapin de dilutions de virus éche- 
lonnées de logarithme en logarithme a conduit 4 la production de 
lésions nodulaires qui ne sont pas reproductibles par les suspen- 
sions témoins de membrane vitelline aux dilutions supérieures ou 
égales au centiéme et qui sont facilement différenciables a 10— 
par leur évolution et par leur intensité (fig. 1). 


Les nodules dermiques ont les caractéres habituels des lésions 
toxiques du derme provoquées par les rickettsiales : 

1° Leur aspect d’abord avec la couronne de congestion et 
d’infiltration périphérique, leur partie centrale coedémateuse, blan- 
chatre, et, parfois, le liséré pétéchial intermédiaire ; 


A.- VIRUS: VIRUS o—o-—o diamétre du nodule 
e—e—e épaisseur du pincement 
10-5 ees 
2mm 


123456 Jours 123456 Jours | 23456 Jours |! 23456 Jours 


B.- TEMOIN 


Kee 


123456 Jours 123456 Jours 123456 Jours |! 23456 Jours 


Fic. 1. — Evolution des lésions nodulaires provoquées par le virus trachomateux 

dans le derme du lapin. A: Suspension virulente de membrane vitelline (chaque 

point représente la moyenne des résultats obtenus chez deux lapins différents. 

B: Suspension témoin de membrane vitelline non infectée (faible réaction inflam- 
matoire initiale 4 10—1). 
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2° Leur chronologie ensuite, car la réaction, considérable apres 
vingt-quatre heures, atteint son maximum au deuxiéme jour pour 
disparaitre, finalement, en une huitaine de jours ; 

3° La relation entre l’intensité de la réaction et la quantité de 
virus injectée dans le derme, l’intensité étant appréciée par le 
diamétre apparent du nodule et son épaisseur au pincement ; 


4° Enfin, le décalage de 3 a 4 logarithmes entre le titre der- 
mique chez le lapin et le titre virulent dans la membrane vitelline. 


DISCUSSION 


A. — MorpHoLoGIE DU VIRUS TRACHOMATEUX. 


Les formes volumineuses, Macchiavello-positives, arrondies ou 
ovalaires, qui apparaissent les premiéres sur les frottis (et qui 
méritent done seules le nom de corps initiaux) correspondent, 
évidemment a la phase de développement la plus lente, puis- 
qu’elles ne sont suffisamment nombreuses pour étre visibles que 
trois 4 huit jours aprés Vinoculation, selon la dose. Elles sont 
done la conséquence d’un ralentissement considérable et simultané 
de la croissance et, surtout, de la division. 

A la phase de mortalité spécifique ot lon trouve des ceufs 
riches en corps élémentaires et d’autres avec une grande abon- 
dance de corps polymorphes volumineux et Macchiavello-négatifs, 
le niveau de culture est toujours plus élevé dans le premier cas 
et les formes de division sont plus nombreuses dans le second, 
ce qui parait indiquer un rythme et une vitesse de division plus 
rapides du cété des corps élémentaires. 

Il semble done que la croissance n’a pas le temps d’étre bien 
grande entre deux divisions successives, trop rapprochées, des 
corps élémentaires, tandis qu’elle peut étre appréciable chez les 
corps polymorphes dont les divisions sont, a la fois, plus espacées 
et plus difficiles. 

Cette conception, qui attribue la variation des dimensions des 
particules de virus 4 un décalage possible des vitesses relatives 
de croissance et de division, trouve une confirmation dans ce que 
nous savons d'autres virus du groupe de la psittacose chez les- 
quels l’inhibition spécifique de la division (sous l’influence de la 
pénicilline, par exemple) entraine l’apparition de formes volu- 
mineuses (2). 


(2) I parait également logique de relier la colorabilité anormale, 
bleutée, des corps polymorphes avec le procédé de Macchiavello & un 
trouble de la maturation de ces éléments, les corps élémentaires 
Macchiavello-négatifs si fréquents avec le virus trachomateux et si sou- 
vent associés aux corps polymorphes, occupant probablement une posi- 
tion intermédiaire entre ces derniers et les corps éJémentaires. 
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Si on se souvient que les corps élémentaires Macchiavello- 
positifs du groupe de la psittacose résistent au traitement par 
Vacide chlorhydrique utilisé selon la technique de Piekarski- 
Robinow, ou a l’action de la ribonucléase dans le test de Brachet, 
alors que les corps polymorphes perdent, dans les mémes condi- 
tions, leur colorabilité [10, 44}, on se trouve conduit a attribuer 
aux premiers une structure désoxyribonucléique et aux seconds 
une structure ribonucléique prédominantes, ce que confirme 
d’ailleurs, pour le virus trachomateux, la coloration des deux 
types de particules en microscopie de fluorescence (Pollard et 
coll. [9}). 

On peut donc penser (compte tenu du réle bien connu des acides 
nucléiques dans les phénoménes de la croissance et de la divi- 
sion) que le développement et, partant, les dimensions, la mor- 
phologie et la colorabilité du virus trachomateux, comme celles 
des autres virus du groupe psittacose-lymphogranulomatose véné- 
rienne, sont régis par les variations d’équilibre des acides 
nucléiques, eux-mémes influencés dans leur synthése, si l’on en 
juge par la diversité des aspects morphologiques d’une membrane 
vitelline 4 l’autre, par la composition du milieu individuel, cellu- 
laire, de culture 10, 44, 12, 43, 14, 45, 16, 47). 


B. — Povvorr PATHOGENE EXPERIMENTAL. 


Le pouvoir pathogéne expérimental de la souche T’ang parait 
plus étendu qu’on ne l’aurait cru au premier abord [48] et beau- 
coup moins nettement distinct de celui des autres virus du groupe 
de la psittacose. 


Nous pensons, pour notre part, avoir attiré l’attention sur 
quatre points : 


1° La toxicité du virus pour le derme du lapin, 4a laquelle il 
était logique de s’attendre aprés la mise en évidence de la toxicité 
chez la souris ; 


2° Le pouvoir pathogéne pour le poumon, évident lors de 
létude clinique et pathologique des souris inoculées par voie 
nasale ; 

3° Le double aspect histologique observé au cours de la culture 
dans le systéme ventriculaire des souris inoculée par voie trans- 
cranienne, suggérant, d’une part, l’existence d’une maladie aller- 
gisante et, de l’autre, celle d’une infection chronique, 1mmuno- 
logiquement bien tolérée ; 

4° Enfin, le curieux mécanisme de la mortalité des ceufs inoculés 
sur une ou l’autre face de la membrane chorio-allantoide, par 
culture secondaire, a distance, dans Ja membrane vitelline. 
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Les propriétés désormais connues du virus trachomateux 
doivent logiquement conduire 4 une meilleure compréhension de 
son comportement biologique et de son pouvoir pathogéne expé- 
rimental, c’est-a-dire a une plus grande souplesse dans les études 
d’ordre pratique sur la chimiothérapie ou l’immunisation. 

Elles doivent aussi nous donner des bases plus solides pour la 
classification du virus. 


CONCLUSION. 


La souche T’ang de virus du trachome trouve dans les cellules 
de la membrane vitelline de l’ceuf son milieu électif de culture 
du double point de vue de la sensibilité dans la détection du germe 
et de la quantité de virus obtenue. 

La symptomatologie observée aprés inoculation intranasale de 
concentrations massives de virus, aussi bien que les lésions macro- 
scopiques et microscopiques, témoignent aussi de son pouvoir 
pathogéne pour le poumon de la souris, sans que cet organe ait 
jamais, pour la culture, l’extraordinaire sensibilité de la mem- 
brane vitelline. 

Dans les conditions ot nous l’avons utilisée, la souche T’ang 
de virus trachomateux posséde, par conséquent, les deux pro- 
priétés biologiques fondamentales du groupe des virus visibles 
& qui on ne saurait donc refuser, ni du point de vue antigénique, 
ni du point de vue du pouvoir pathogéne, le nom de groupe « tra- 
chome-psittacose-lymphogranulomatose vénérienne ». 

La souche T’ang n’est cependant pas pathogéne pour la souris 
par voie péritonéale et ne se multiplie pas activement dans le sac 
allantoique : elle n’appartient donc pas au sous-groupe de viru- 
lence élevée dont le chef de file est le virus de la psittacose, mais 
se rapproche davantage de celui de la lymphogranulomatose véné- 
rienne, dont elle posséde par ailleurs deux propriétés : l’absence 
de pouvoir pathogéne pour le cobaye inoculé dans le péritoine 
et l’aptitude & provoquer chez la souris inoculée par voie trans- 
cranienne une maladie chronique, a mortalité dissociée, avec 
importante réaction ventriculaire. 


La souche T’ang se singularise cependant : 


1° Par l’absence de localisation élective, aprés inoculation 
massive, dans les cellules de l’épithélium chorial de lVceuf de 
poule, ce qui la différencie nettement de la souche Kam de lympho- 
granulomatose vénérienne et des souches du virus d’avortement 
de la brebis, tout en la rapprochant davantage des souches de 
pneumonie de la souris (souche Mooser par exemple), autre 
souche mammifére dont les caractéres morphologiques sont cepen- 
dant assez différents. 
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2° Surtout par la réponse a l’inoculation dans le poumon de 
la souris. La souche T’ang est, en effet, jusqu’a ce jour, la seule 
souche qui nous ait permis d’observer, lors du premier passage 
a partir d’une culture massive, a la fois un niveau consécutif peu 
élevé de virulence et une localisation élective, fréquemment pluri- 
focale, dans les cellules macrophagiques. L’aspect morphologique 
est de ce point de vue trés proche de celui observé avec Rickettsia 
burneti et se distingue, au contraire, nettement de ce que l’on 
rencontre avec les autres virus du groupe de la psittacose. 


C’est finalement pourquoi il nous semble logique de séparer la 
souche de trachome des autres souches du sous-groupe lympho- 
granulomateux en se basant sur la virulence particuliérement 
atténuée dont elle témoigne. 


RESUME 


Le pouvoir pathogéne expérimental de la souche T’ang de virus 
du trachome est plus étendu qu’on ne le croit d’habitude : on 
peut, en effet, y retrouver les traces de toutes les propriétés fon- 
damentales du groupe des virus visibles, mais avec un caractére 
d’atténuation particuliérement marqué. 

La seule propriété du virus qui ait conservé toute sa plénitude 
est son aptitude a la multiplication massive dans la membrane 
vitelline de l’ceuf. 

La diminution de la sensibilité de la souris se traduit non seu- 
lement par la disparition de la culture aprés inoculation dans le 
péritoine (comme dans le cas du virus lymphogranulomateux), 
mais encore par la suppression du développement intensif aprés 
inoculation par voie nasale. 

La décroissance du pouvoir pathogéne pour l’ceuf réduit consi- 
dérablement la mortalité aprés inoculation au niveau de la mem- 
brane chorio-allantoide. 

C’est done finalement une variation de degré et non de type 
réactionnel ou de qualité intrinséque du pouvoir pathogéne qui 
permet d’individualiser, du strict point de vue biologique, le virus 
trachomateux. 


SUMMARY 


FURTHER STUDIES ON EXPERIMENTAL PATHOGENICITY 
AND CULTURE OF TRACHOMA VIRUS. 


The experimental pathogenicity of the T’ang strain of tra- 
choma virus is larger than usually admitted. From this point 
of view it is possible to demonstrate in this virus traces of all the 
fundamental properties of visible viruses, but with a markedly 
attenuated character. 
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The only property of trachoma virus which is fully preserved 
is its capacity of massive multiplication in the yolk sac mem- 
brane. 

The decrease of mice susceptibility to the virus is demonstrated 
not only by the disappearance of the culture after intraperitoneal 
inoculation (as in the case of lymphogranuloma virus), but also 
by the inhibition of intensive development after intranasal ino- 
culation. 

The decrease of pathogenicity in eggs considerably lowers the 
mortality after inoculation at the chorioallantoic membrane level. 

It is therefore a variation of degree and not a difference in 
intrinsic pathogenicity which allows to identify the trachoma virus. 
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ETUDE MICROFLUOROMETRIQUE 
DES MICROORGANISMES 


il, — LA FLUORESCENCE SECONDAIRE AJOUTEE PAR LES FLUOROCHROMES(’)(*’) 


par S. SONEA et J. REPENTIGNY. 


(Département de Bactériologie de la Faculté de Médecine, 
Ecole d’Hygiéne et Institut de Microbiologie et d’ Hygiéne 
de V Université de Montréal) 


INTRODUCTION. 


En microbiologie, l'emploi le plus connu des fluorochromes est 
celui de l’auramine O dans le cas des bacilles acido-résistants [4]. 
De nombreux travaux ont été exécutés aussi dans le cas des proto- 
zoaires [9, 40], des virus [5, 10] et des bactéries [6, 10] . Des essais 
ont été effectués pour distinguer a l’aide des fluorochromes entre 
des microorganismes morts ou vivants {6, 10]. Derni¢rement 1’inté- 
rét s'est accru, car l’orangé d’acridine fait la distinction entre 
RNA et DNA [4]. 

Presque tous ces travaux faits au moyen de la microscopie a 
fluorescence sont basés sur des différences de couleurs ou d’inten- 
sité distinguées 4 l’ceil. Cependant, Ehrlich et Ehrmantraut [2] ont 
utilisé une cellule photoélectrique pour compter des bactéries, 
apres traitement de ces derniéres par des fluorochromes. 

Dans le présent travail nous nous sommes proposé d’établir des 
bilans de « fluorochromisation », en mesurant l’intensité de la 
fluorescence de plusieurs espéces microbiennes avant et apres trai- 
tement par divers fluorochromes. Nous avons aussi appliqué cette 
méthode pour préciser l’aspect quantitatif de la « coloration » pour 
acido-résistants par lauramine O et un acide. 

L’élément quantitatif introduit dans une telle étude pourrait 
fournir des informations supplémentaires sur certaines structures 


(*) Cette recherche a été partiellement subventionnée par le Minis- 
tere de la Santé de la Province de Québec (subvention fédérale-provin- 
ciale A la Recherche sur la Santé Publique). 


(**) Manuscrit recu le 25 mai 1961. 
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présentes chez les microorganismes et peut-étre au sujet de leur 
identification. Par des mesures précises de l’intensité de la fluo- 
rescence, il serait aussi possible d’obtenir des informations nou- 
velles au sujet des diverses interactions entre des fluorochromes 
et certains microorganismes. 


MATERIEL ET METHODES. 


Pour mesurer l’intensité de la fluorescence primaire ajoutée par des 
fluorochromes, nous avons utilisé la technique déja décrite au sujet 
de la mesure de l’intensité de la fluorescence primaire (de Repentigny 
et coll. [7, 8]). Nous avons intercalé, aprés le premier lavage et avant 
les deux derniers, un traitement en tubes par des solutions de fluoro- 
chromes correspondant a dix fois le volume des microorganismes. Ces 
fluorochromes étaient employés sous forme de solutions aqueuses ajus- 
tées & pH 7,4 avec des tampons phosphatés M/15. Les concentrations 
des solutions de fluorochromes utilisées sont de 1 mg/ml, de 0,1 mg/ml 
et de 0,01 mg/ml. Ces concentrations sont exprimées dans le présent 
travail par les termes : 10—*, 10—* et 10 respectivement. Nous avons 
employé les fluorochromes suivants (Chroma-Gesellschaft) : auramine O, 
orangé d’acridine, fluorescéine (sel de sodium) et rhodamine B. Les 
lectures microfluorométriques ont été effectuées sur des microorga- 
nismes en frottis secs et aussi en suspensions aqueuses dans des tubes 
capillaires. Dans le cas de ces derniers, les lectures ont été faites d’une 
part a divers endroits, et d’autre part au méme endroit de chacun des 
capillaires, mais en prolongeant jusqu’A trois minutes le temps de 
l’exposition aux rayons ultraviolets et en opérant des lectures toutes 
les dix secondes. Suivant la méme méthode, les lectures ont été 
ensuite effectuées sur M. tuberculosis (souche BCG) aux diverses étapes 
du procédé de coloration des alcoolo-acido-résistants par l’auramine O 
(Hagemann [4]). 


R&ESULTATS. 


A. — Intensités de la fluorescence des microorganismes 
en frottis secs. 


Le tableau I montre les intensités de la fluorescence de Staphylo- 
cocus aureus souche 817, avant et aprés l’action des fluoro- 
chromes (10—*). Avec Pauramine QO, la fluorescence des bactéries 
«non colorées » est environ soixante-dix fois plus forte, avec 
Yorangé d’acridine environ quatre fois plus forte, tandis que la 
fluorescéine et la rhodamine B ne semblent pas ajouter d’intensité 
a la fluorescence primaire. 

Les résultats exposés dans le tableau II sont similaires, sauf 
qu'il s’agit de Corynebacterium diphtheriae qui présente, en 
général, une fluorescence primaire de faible intensité. L’aura- 
mine O lui confére une intensité environ vingt fois plus grande, 
lorangé d’acridine sept fois. La fluorescéine n’ajoute pas de fluo- 
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Tasreau I. — Intensité des fluorescences primaire et secondaire. 
(Exemple de S. aureus). 


1- Bactéries non "colorées" 650 
(fluorescence primaire) 600 


2- Bactéries "colorées"'** 650 
par la fluorescéine 750 
(sel de sodium) 


3- Bactéries "colorées"** 600 600 1000 900 750 
par la rhodamine B 850 700 600 700 850 


4- Bactéries "colorées"** 2800 3300 2300 2700 3000 
par l’orangé d'acridine 4150 4000 3800 4700 3900 


5- Bactéries "colorées" ** 44000 47000 51000 47000 46000 
par l"auramine O 55000 57000 41000 46000 40000 


* Une unité correspond a 0,0001 microlumen. ** Les solutions de fluorochrome 


sont a la dilution 10-3 (1 mg/ml). 


Tasteau Il. — Intensité des fluorescences primaire et secondaire. 
(Exemple de C. diphtheriae). 


1- Bactéries non "colorées" 220 250 1200 
(fluorescence primaire) 200 200 300 850 700 450 200 200 150 150 


2- Bactéries "'colorées" * 650 550 500 150 500 400 300 300 400 800 


par la fluorescéine 350 350 350 650 1000 900 600 450 400 250 
3- Bactéries "colorées" 3000 4700 4100 4100 2200 2050 1809 2100 2700 2600 
par la rhodamine B * 3500 3700 3800 3700 3900 3500 2700 3300 3100 2800 


4- Bactéries "colorées" par 2500 5000 2800 2700 2900 2600 2300 2700 3500 4000 
lYorangé d'acridine * 3000 2800 3100 2900 2800 2900 3200 2400 3300 2309 


5- Bactéries "colorées" par 8500 10500 7500 
l‘auramine O * 17500 5500 4500 7000 9000 25000 14000 9000 6500 5000 


* Dilution des solutions de fluorochrome : 10-3 (1 mg/ml). 


rescence a celle des bactéries et la rhodamine B confére une inten- 
sité égale a celle qui est ajoutée par l’orangé d’acridine. 

Dans le tableau III, se trouvent réunies les intensités de plusieurs 
espéces microbiennes obtenues sur frottis avec la concentra- 
tion 10-* de chacun des quatre fluorochromes. Le tableau IV 
contient des données similaires obtenues avec la concentra- 
tion 10-*. Les moyennes ont été faites a partir de vingt lectures et 
les lectures extrémes sont indiquées entre parenthéses. L’intensité 
totale varie selon les espéces microbiennes d’une part, et les divers 
fluorochromes d’autre part. Dans la fluorescence totale des micro- 
organismes aprés « fluorochromisation », la part de la fluores- 
cence primaire est faible ou forte selon |’intensité de cette derniére 
chez les corps microbiens non colorés. 


A concentration égale l’intensité conférée par l’auramine O a 
tous les microorganismes étudiés est de beaucoup la plus forte. 
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Dans un ordre décroissant suivent : l’orangé d’acridine, la rhoda- 
mine B et la fluorescéine. La proportion entre ces intensités n’est 
pas constante d’une espéce a l’autre et elle est modifiée par la 
concentration des fluorochromes. Par rapport 4 Vintensité conférée 
par la fluorescéine (10—*) a E. coli, V’intensité apportée par |’aura- 
mine O a été environ cinquante fois plus intense, celle de l’orangé 
d’acridine cing fois et celle de la rhodamine B une fois et demie. 


Tasreau II. — Intensité de la fluorescence des microorganismes 
avant et aprés traitement par des fluorochromes 10—. 


(Méthode des frottis ; systtme de microscgpie incluant le condensateur en verre et 
les filtres UG 1 et BG 12.) 


Fluorescence Orangé 
Espeéces primaire Auramine Q_ /Fluorescéine d'acridine Rhodamine B 
C, albicans 1032* 22146 1155 12496 
(640-2200)** | (6100-35000) \(720-1600) (5600-23000) 
C. diphtheriae 386 4560 }o94 
(210-590) (2200-6600) {(180-1100) (1900-5900) 
-~ + 
E. coli 237 49150 805 3570 
L (110-280) (30000-66000) |(250-1800) (2000-4400) 
E, intermedium 248 42050 2345 5315 
(190-380) (27000-86000) |(1100-6500) (3500-12000) 
7 | t 
K, pneumoniae 168 11400 360 1110 
(100-230) (9500-14500) |(200-680) | (900-1550) 
cE | tea { 4 2 
P, aeruginosa 146 13250 j422 2180 1310 
| (90-250) (10000-18000) |(310-440) (1500-3100) (800-2100) 
+} : va hi 

. fluorescens 92 20900 \339 1250 130 
| (62-125) (11000-34000) |(30-1600) (400-1500) (56-190) 
| 
t —— 

. marcescens | 164 10193 (152 603 433 
(100-310) (5000-15000) |(100-250) (360-950) 4 |(280-610) 
ae sake = oe 

. aureus 772 31400 382 3615 508 

(640-1050) (19000-55000) | (290-540) (2700-3800) (390-560) 


* Intensité moyenne sur 20 lectures. ** Minimum et maximum d’intensité sur 
20 lectures. 


Dans le cas de C. albicans, les divers fluorochromes (10—*) ajoutent 
une fluorescence faible qui varie peu de l'un A I’autre. 

Dans certains cas, l’intensité de la fluorescence primaire des 
microorganismes est plus forte que celle des mémes cellules trai- 
tées par des fluorochromes de faibles concentrations. C’est le cas 
de S. typhi aprés traitement par la rhodamine B (10-*) et celui 
de S. aureus aprés traitement par la fluorescéine et la rhoda- 
mine B, ces deux derniéres & la concentration 10—. Il ne semble 
pas que l’intensité de la fluorescence des microorganismes apportée 
par les fluorochromes soit directement proportionnelle a la concen- 
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tration de ces derniers. Ainsi, en diluant les fluorochromes dix fois, 
on ne constate pas nécessairement une diminution de Il intensité 
de dix fois. 


Tasreau IV. — Intensité de la fluorescence des microorganismes avant 
et aprés traitement par des fluorochromes 10—. 


(Méthode des frottis ; systtme de microscopie incluant le condensateur en verre et 
les filtres UG 1 et BG 12.) 


ia Fluorescence Orangé Riodamine 
Espéces primaire Auramine 0 [fluorescéine /d'acridine B 
C, albicans 952 * 1390 1345 1425 
300-1600)** | (700-1800 1000-1900 800-1900) \(800-1800 
C, diphtheriae 17d 1860 210 1157 357 
(120-200) (1300-2600) (130-300) (700-1600) |(160-490) 
E. coli 267 123: 281 984 287 
(160-410) (900-1900) (200-330) (650-1200) |(210-360) 
K. pneumoniae 103 12180 170 435 150 
(87-120) (7700-18000) |(120-240) |_ (800-560) |(110-210) 
M, tuberculosis 1466 42987 3000 6150 4005 
souche BCG (750-2500) (19000-89000) |(1000-6400) (3700 -9500)|(1700-8600) 
Age LPR BN ASB Ae 92 520 30212 1830 3982 2197 
Dey es 230-820) 10500-60000 1000-3400 1400 -9300)\( 1000-5000 
P. aeruginosa 1666 15492 586 3874 ETL 
(470-900) (10000-20000) |(450-750) (2400 -5450)(740 -22000) 
" " " 175 767 177 196 201 
(120-200) (500-1500) (130-210) (145-280) |(130-330 
S. cerivisiae 1140 4550 1093 2090 Wares 
(1300-1900) (3500-5600) (740-1600) (1300 -3500)\(1000-2100) 
uo a aoe 900 2627 662 1245 747 
(750-1100) (1500-4100)  |(500-1000) 900-1800) (400-1200) 
S. typhi 339 S| 13.95: 417 790 432 
(280-390) (1700-2400) (300-500) (700-950) (340-610) 
es iaaa. 758 837 751 924 729 
(650-840) 620-930) |(620-940) (720-1400) |(620-790) 
S. marcescens 282 305 330 442 325. 
(250-450) (250-400) (300-400) (350-650) (300-400) 
1 " u 164 707 465 467 532 
(100-310) (510-870) (300-640) (310-660) 310-680 
S, aureus 1167 917 1565 1567 311 
(900-1400) | (650-1300) (500-1100) en 


*Intensité moyenne sur 20 lectures. 


mI M 


inimum et 


maximum  d’intensité sur 


20 lectures. 


B. — Intensités de la fluorescence des suspensions microbiennes 
aqueuses dans des capillaires. 


L’intensité de la fluorescence des suspensions aqueuses en 
concentration au tiers (v/v) de microorganismes de plusieurs 
espéces traitées avec les quatre fluorochromes a été comparée a 
celle de concentrations connues des mémes fluorochromes (tableau 
VII), comme nous l’avions fait pour la fiuorescence primaire [8]. 
Les moyennes des lectures obtenues en onze endroits différents de 
chaque capillaire, sont réunies dans les tableaux V et VI. Comme 
dans le cas des frottis, l’intensité n’est pas strictement proportion- 
nelle A la concentration des fluorochromes. 
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Tanteav V. — Intensité de la fluorescence des microorganismes avant 
et aprés traitement par des fluorochromes 10—~. 


(Méthode des capillaires ; systeme de microscopie incluant le condensateur en verre 
et les filtres UG 1 et BG 12.) 


Fluorescence Orangé , 
Especes primaire d'acridine Auramine 0 Rhodamine B_ Fluorescéine 


C, albicans 7627* 18000 12637 11091 12681 
C, diphtheriae 5422 9881 6009 4177 3509 


C. pseudodiphthe- 374! 
riticum 


P, aeruginosa 10591 
S. aureus 


S. cerevisiae 11681 


S, lutea 1659 


* Moyenne de 11 lectures. 
Tasteau VI. — Intensité de la fluorescence des microorganismes avant 
et aprés traitement par des fluorochromes 10—. 


(Méthode des capillaires ; systtme de microscopie incluant le condensateur en 
quartz et le filtre UG 1.) 


Fluorescence Orangé 
- 
Esptces primaire d'acridine Rhodamine B_ Fluorescéine 


C, albicans 28363* 67318 54045 57318 


. diphtheriae 


. pseudodiphthe- 12954 


riticum 


.» aeruginosa 


. aureus 10100 


. cerevisiae 100000 


* Moyenne de 11 lectures. 


En suspension aqueuse dans des capillaires, c’est l’orangé d’acri- 
dine et non plus l’auramine O, qui ajoute la plus forte intensité. 
Cependant, l’auramine O, en solution, n’est pratiquement pas fluo- 
rescente (tableau VII). Les complexes microorganismes-auramine O 
le sont et d’une facon trés intense. 

Au cours d’une irradiation ultraviolette prolongée, on observe 
des modifications de l’intensité de la fluorescence des microorga- 
nismes préalablement traités par les fluorochromes, comme nous 
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Tasreau VII. — Intensité de la fluorescence des diverses concentra- 
tions de fluorochromes en solution aqueuse. 


Conden- 
sateur 


quartz 
verre 
Fluores- quartz 100000 100000 100000 


céine 
verre 100000 100000 16798 


Orangé quartz 100000 64460 2300 
d'acridine 


verre 22700 23023 1225 


quartz 100000 100000 


verre 97610 38590 


l’avions remarqué dans le cas de la fluorescence primaire [8]. Cette 
observation illustrée par les figures 1 A 6 semble étre reliée a 
deux causes : stabilité probable de l’intensité des fluorochromes 
fixés sur les microorganismes et modification d’intensité propre 
a la fluorescence primaire. 

La souche BCG et certains de ses composants chimiques cellu- 
laires avaient montré une augmentation de l’intensité de la fluo- 
rescence primaire sous l’action des rayons ultraviolets [8]. Nous 
avons voulu vérifier si la « fluorochromisation » en tube de cellules 
lavées appartenant 4 cette souche et leur traitement ultérieur par 
un acide selon la méthode courante 4 lauramine O pour les acido- 
résistants (Hagemann [4]) ne modifiaient pas le comportement de 
Ja composante « fluorescence primaire » sous irradiation U. V. 
prolongée. Les figures 7 et 8 illustrent ce phénoméne. L’aura- 
mine O ajoute sa propre intensité qui, avant traitement par l’acide 
chlorhydrique, masque |’augmentation de la fluorescence primaire 
dans les premiéres secondes de l’irradiation. Aprés le traitement 
par HCl, l’intensité ajoutée par l’auramine O est modérée et elle 
ne modifie pratiquement plus l’allure de la courbe montante de 
la fluorescence primaire. 


DISCUSSION. 


Nous avons déja montré l’importance de la fluorescence pri- 
maire des microorganismes {7, 8]. Lorsque ceux-ci sont traités par 
des fluorochromes, |’intensité de leur fluorescence dite secondaire 
est une résultante de: a) la fluorescence primaire qui subsiste 
aprés « fluorochromisation » et lavage ; b) la fluorescence ajoutée 
par les fluorochromes. J] faut envisager cet ensemble dans toute 
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Fic. 1-6. — Evolution de lintensité de la fluorescence de quelques espéces micro- 
biennes en suspension aqueuse, en capillaires, sous les rayons ultraviolets, avant et 
apres traitement par divers fluorochromes. Dans certains cas (fig. 3 et 5), Vorangé 
d’acridine a conféré une intensité dépassant 100 000 unités, limite de mesure de 
notre appareil. L’ordonnée représente les intensités et l’abscisse le temps d’expo- 
sition aux rayons ultraviolets. L’unité d’intensité de l'appareil est 0,0001 microlumen. 
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Fic. 4. — Saccharomyces cerevisiae. Fluorochromes 4 10—*, Condensateur en verre. 


étude de la fluorescence secondaire. Les deux composantes de cette 
derniére peuvent varier entre certaines limites. L’intensité de la 
fluorescence primaire peut varier avec l’espéce et la souche micro- 
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bienne, l’age, le milieu de culture, le pH, etc. [8]. Le lavage des 
microorganismes apres « fluorochromisation » par des substances 
solubles dans l’eau peut parfois causer une baisse de |’intensité 
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de la fluorescence totale 4 un niveau plus bas que celui de la 
fluorescence primaire originale. 


L’intensité de la fluorescence apportée par la « fluorochromisa- 
tion » peut dépendre de la nature, de la concentration du fluoro- 
chrome employé et des réactions physico-chimiques entre les 
fluorochromes respectifs et les microorganismes traités. Les fluoro- 
chromes semblent se fixer sur les microorganismes de fagon 
variable, allant d’une simple adsorption a la formation de com- 
plexes. Tous ces facteurs peuvent modifier l’intensité de la fluo- 
rescence, de telle sorte qu’on ne retrouve pas nécessairement celle 
des fluorochromes. C’est le cas typique de l’auramine O, qui, en 
solution et sans microorganisme, présente une fluorescence tres 
faible (Graham [8]); mais, une fois combinée @ ces derniers, le 
mélange qui en résulte présente une trés forte fluorescence. La 
solubilité des fluorochromes dans l’eau aprés contact avec les 
microorganismes joue aussi un rdle. La modification des longueurs 
d’onde de lirradiation provoque des changements de l’intensité 
de toute fluorescence microbienne primaire ou secondaire (avec 
le filtre UG1 et le condensateur en quartz, nous avons observé 
des intensités plus élevées qu’avec les filtres UG1 et BG12 et le 
condensateur en verre). La labilité des substances fluorescentes 
sous l’irradiation U. V. prolongée peut aussi modifier ces inten- 
sités. Dans le cas des espéces examinées, la composante fluores- 
cence primaire semble garder toutes ses propriétés, y compris 
celle de réagir d’une fagon caractéristique 4 lV irradiation ultra- 
violette. L’application de nos méthodes quantitatives peut apporter 
des résultats supplémentaires dans toute étude dans laquelle on 
utilise des fluorochromes : différenciation des structures cellulaires, 


classification et diagnostic des microorganismes. : 


Une facgon de caractériser les espéces serait d’évaluer et de com- 
parer entre elles les augmentations d'intensité de la fluorescence 
qui sont dues aux divers fluorochromes par rapport A la fluores- 
cence primaire. Cette augmentation pourrait étre calculée sous 
forme de coefficient différentiel basé sur la fluorescence primaire. 
Le cas du staphylocoque cité plus haut serait : auramine O 
(soixante-dix fois), orangé d’acridine (quatre fois), fluorescéine et 
rhodamine B (une fois). 


Dans le cas de la « coloration » des acido-résistants A l’aide de 
’auramine O, qui, jusqu’a maintenant, n’avait été employée que 
sur une base strictement qualitative, nous avons observé, aprés 
le contact avec l’acide chlorhydrique, la diminution de l’intensité 
de la fluorescence de M. tuberculosis (souche BCG), préalablement 
traité 4 ’auramine O. Dans les figures 7 et 8, on peut voir cette 
diminution et aussi le fait qu’aprés traitement par l’acide, la courbe 
de l’intensité reprend l’allure de celle de la fluorescence primaire, 
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ce qui ne se produit pas quand la « coloration » par l’auramine O 
n’est pas suivie du traitement par l’acide. 

Les concentrations de fluorochromes utilisées dans le présent 
travail seraient applicables A des « colorations » vitales. Notre 
méthode de microfluorométrie pourrait done servir A déterminer 
lampleur de ce phénoméne. 


RESUME ET CONCLUSION. 


Nous avons montré qu’il est possible de mesurer l’intensité de 
la fluorescence secondaire des microorganismes traités par des 
fluorochromes. Des quantités connues de microorganismes peuvent 
étre rapportées a des quantités connues de fluorochromes par 
lintensité de leur fluorescence respective. Dans la fluorescence 
totale, nous avons pu distinguer : a) l’intensité de la fluorescence 
primaire ; b) l’intensité ajoutée par des fluorochromes. L’intensité 
de la fluorescence primaire des microorganismes ne semble pas 
changer aprés «la fluorochromisation ». 

L’augmentation d’intensité due aux fluorochromes est influencée 
par l’interaction physico-chimique de ces derniers avec les diverses 
substances microbiennes. L’auramine O, qui n’est pratiquement 
pas fluorescente a |’état de solution aqueuse, donne avec les micro- 
organismes des intensités trés fortes. Cette observation laisse sup- 
poser la formation de complexes dont la fluorescence est beaucoup 
plus forte que celle des deux composantes. En général, l’orangé 
d’acridine ajoute, en se fixant sur les microorganismes, des inten- 
sités semblables a celles de l’auramine O ; aux mémes concentra- 
tions, la rhodamine B et la fluorescéine Na conférent des intensités 
plus faibles. Le rapport entre les intensités ajoutées par ces quatre 
fluorochromes se modifie d’une espéce a l’autre, ce qui pourrait 
aider a leur identification. 

Pour la méme culture, l'emploi d’une concentration de fluoro- 
chromes dix fois plus faible ne correspond pas nécessairement 
a une diminution équivalente d’intensité de la fluorescence. 

Ces observations sont également valables dans le cas des frottis 
et des capillaires. 

En capillaires, les caractéristiques d’espéce de la fluorescence 
primaire subsistent aprés « fluorochromisation » lorsque Jl’irra- 
diation ultraviolette fait varier l’intensité totale. C’est le cas aussi 
de M. tuberculosis (souche BCG) traité par l’auramine O selon la 
méthode de Hagemann pour acido-alcoolo-résistants. 


L’introduction d’une méthode quantitative permet de mettre en 
lumiére des aspects nouveaux de la fluorescence secondaire des 
microorganismes qui avaient été négligés dans les études anté- 
rieures. 
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SUMMARY 


MICROFLUOROMETRIC STUDIES OF MICROORGANISMS. 


II. SECONDARY FLUORESCENCE ADDED BY FLUOROCHROMES. 


Our microfluorometric method has been applied to the study 
of fluorochrome treated microorganisms. The fluorescence inten- 
sities of both known quantities of « stained » microorganisms and 
of four water soluble fluorochromes have been compared. Total 
intensities of fluorochromes treated microorganisms are made up 
of their primary fluorescence (autofluorescence) and of the added 
fluorescence brought by the fixed fluorochromes. This fixation 
depends on the physico-chemical interaction between the fluoro- 
chromes and the microbial substances. Auramine O, for instance, 
when in aqueous solution, has a very low fluorescence, but once 
fixed on microorganisms it produces a very high fluorescence 
intensity. The difference between the staining abilities of the four 
fluorochromes used, could offer taxonomic advantages in micro- 
biology. The fluorochroming of microorganisms does not seem 
to alter the intensities of their primary fluorescence, even when 
the latter is modified by time exposure to U. V. irradiation. 


x 
** 
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EXTRACTION DE L’ANTIGENE H DES SALMONELLES 
SOUS FORME SOLUBLE (*) 


par M™ J. GRABAR et M. YOMTOV (**). 


(Institut Pasteur, Service des Vaccins et Service des Anémies 
microbiennes) 


Il est connu que les sérums des malades atteints de fiévre typho- 
paratyphoidique contiennent habituellement des agglutinines O et 
H pendant la maladie et quelques mois aprés la fin de la maladie. 
Mais il est rare de trouver ces agglutinines un an aprés la mala- 
die. Par contre, les sérums des vaccinés par le vaccin typho- 
paratyphoidique contiennent, plusieurs années aprés la fin de la 
vaccination, des agglutinines, presque exclusivement des agglu- 
tinines H. Ce fait laisse supposer qu’il y aurait une différence 
dans le mécanisme de production des agglutinines pendant la 
maladie ou pendant la vaccination et peut-étre une différence dans 
la nature méme de ces agglutinines. 


Par la méthode d’agglutination nous n’avons jamais pu obser- 
ver de différence entre ces agglutinines. C’est la raison pour 
laquelle nous avons entrepris l'étude électrophorétique et immu- 
no-électrophorétique de ces sérums. Comme dans les sérums des 
vaccinés on décéle surtout les anticorps H, il nous fallait avoir 
un antigéne H qui précipite avec les sérums des malades et des 
vaccinés. Ce sont la préparation et l’étude des propriétés de cet 
antigéne qui font l’objet de ce travail. 


Aprés l’essai de quelques méthodes : 1° agitation d’une sus- 
pension microbienne avec des billes de verre, pour obtenir une 
suspension des cils qui est soumise a l]’action des ultra-sons ; 
2° action des ultra-sons sur une suspension, sur le surnageant 
de laquelle nous avons fait agir l’acide trichloracétique ou du 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1961. 
(**) Institut des Recherches Epidémiologiques et Microbiologiques, 
Sofia, Bulgarie. 
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sulfate d’ammonium; 3° la méthode décrite par Jenkins [4] 
(extraction par diéthylene dioxyde et par pyridine) ; ik da 
méthode d’extraction par la soude des protéines de Neisseria, 
décrite par Le Minor [6] d’aprés Price, notre choix s'est arréteé 
sur cette derniére. 

Cette méthode a sur les autres l’avantage d’étre simple, de 
donner un produit dont le principe actif est en solution et, comme 
on le verra plus loin, a activité constante. 


MarTéRIEL ET METHODES. 


1° Choiz des souches. 


Nous avons préparé les antigénes H A partir des souches en forme S 
et en forme R. Aprés quelques premiers essais, nous avons éliminé les 
souches en forme S, car il nous a été pratiquement impossible de 
nous débarrasser de l’antigeéne O, malgré plusieurs lavages du précipité 
obtenu. Pour S. typhi, nous avons choisi la souche R,, pour S. para- 
typhi B la souche BH, en forme R (antigéne H n. sp. 1,2) et la forme R 
de S. paratyphi B Java (antigéne H:b). Aprés l’entrainement de la 
souche en milieu de bouillon gélosé & 2,5 p. 1000, pH 7,4, en tubes 
de Craigie, pour obtenir le maximum de mobilité de la souche, on la 
repique dans un tube de bouillon, 4 partir duquel on ensemence 1 litre 
de bouillon en récipient de Fernbach. La culture est faite 4 37° pendant 
huit heures en milieu agité. 

Pour l'étude de l’antigéne H : d de S. typhi, et 4 titre de comparaison, 
nous avons préparé un anligeéne H :d a partir de la souche S. virginia 
en forme §. Cette souche a ]’antigéne H : d, mais son antigéne O : 6,8, 
ne doit pas intervenir dans les réactions croisées avec les sérums anti- 
typhoidiques contenant les anticorps 9,12. 

$ 


2° Préparation de l’antigéne. 


Les cultures en bouillon sont centrifugées et le culot microbien lavé 
deux fois avec de l’eau physiologique. On récupére les microbes en 
‘eau. physiologique et on raméne leur nombre a 100 milliards de 
germes par centimétre cube. On prépare une suspension de 20 cm? 
a laquelle on ajoute peu & peu 2 cm’ de soude a N/10 et on laisse 
deux heures au bain-marie a 37°. On centrifuge vingt minutes A 
10 000 tours et on décante le surnageant sur lequel on fait agir l’acide 
trichloracétique N/2 jusqu’a l’apparition d’un précipité qui se forme 
a un pH voisin de 4, On laisse dix minutes au repos. La précipitation 
avec l’acide trichloracétique est faite 4 + 4° dans de l’eau glacée, aprés 
quoi on centrifuge cing minutes 4 3 000 tours. Le surnageant est séparé 
du précipité qu’on lave une fois avec de l’eau physiologique acidifiée. 
Ensuite, il est dissous dans 10 cm’ d’eau physiologique. On raméne 
le pH & 8 et on dialyse 4 la température + 4° pendant vingt-quatre 
heures. Aprés quoi, on centrifuge pour enlever les particules éventuel- 
lement non dissoutes et on rajuste Ie pH a 8. Cette préparation est 
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un liquide légérement opalescent, presque transparent. Merthiolatée & 
1/10 000, elle garde son activité pendant au moins six mois. 

Aprés la précipitation avec l’acide trichloracétique, nous avons gardé 
le surnageant que nous avons aussi dialysé en eau physiologique et 
ramené & pH 8, pour nous rendre compte du degré d’extraction de 
lantigéne protéinique par cette méthode. 


La méme technique de préparation a été appliquée a des microbes 
récoltés en eau physiologique A partir de cultures en gélose sur boites 
de Roux, de 18 heures. En outre, nous avons essayé de précipiter les 
protéines aprés action de la soude, avec du sulfate d’ammonium en 
solution saturée, a raison de 50 p. 100, cette opération étant répétée 
trois fois. Disons tout de suite, que les résultats obtenus nous ont 
obligé 4 abandonner la précipitation avec le sulfate d’ammonium. 
En effet, le précipité redissous et dialysé, n’était qu’une partie des 
protéines du produit, le surnageant dialysé, aprés chaque opération 
de précipitation, restant aussi actif 4a l’épreuve du disque avec un 
sérum anti-H. 


38° Les sérums. 


Nous avons utilisé les sérums de lapins qui ont été immunisés avec 
des suspensions microbiennes tuées par le formol. Les lapins ont recu 
par voie intraveineuse, tous les quatre jours, des doses croissantes de 
microbes, en commencant par 1 milliard de germes par centimétre 
cube. Aprés la dixiéme injection, et dix jours de repos, une prise 
d’essai est effectuée et une épreuve du disque est faite avec l’antigéne H 
pour voir si le sérum est précipitant. La recherche des agglutinines 
est effectuée avec les suspensions standardisées O et H de l'Institut 
Pasteur. Aprés la saignée des lapins, les sérums sont mélangés. L’étude 
de l’antigéne a été faite avec les sérums suivants : 


Sérum n° 558-564 : mélange des sérums de 6 lapins immunisés avec 
la souche R,. Ce sérum contient des agglutinines H anti-typhoidiques 
au titre final de 1/50 000 et ne contient pas d’agglutinines O méme 
au titre final de 1/10. Mis en présence de l’antigéne H, il donne 
immédiatement un disque de précipitation, et ne précipite pas avec 
un extrait O (extrait trichloracétique a partir d’une souche de S. typhi 
en forme S, méthode de Boivin). 


Strum n° 692 : provenant de l’immunisation d’un lapin avec une 
souche de S. typhi immobile. Ce sérum agglutine la suspension anti-O- 
typhoidique au titre final de 1/6 400 et n’agglutine pas la suspension 
anti-H _typhoidique, méme au titre final de 1/10. I] donne une préci- 
pitation interfaciale immédiatement aprés le contact avec un extrait 
de Boivin d’une souche de S. typhi en forme S et ne précipite pas 
avec les extraits H. 


Sé#rum n° 565-572 : mélange de sérums provenant du Centre des 
Salmonelles de 1’Institut Pasteur et contenant les agglutinines O et 
H de S. typhi : titre d’agglutinines O, 1/6 400, titre d’agglutinines 
H, 1/20 000. Comme ce sérum contient aussi des précipitines anti-O et 
anti-H, nous l’avons utilisé comme sérum anti-O :H dans ce travail. 
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Strum anti-S. virginia, qui agglutine la suspension anti-H standar- 
disée anti-typhoidique au titre de 1/12800 et n’agglutine pas la 
suspension anti-O anti-typhoidique au titre de 1/10. Mis en présence 
des extraits de souches de S. typhi et de S. virginia, ce sérum donne 
immédiatement une précipitation interfaciale. 


4° L’étude électrophorétique et l'étude immuno-électrophorétique (AIE) 
ont été faites d’aprés les techniques et méthodes décrites dans ia 
monographie de Grabar et Burtin [3]. 


R&SULTATS. 


Aprés plusieurs examens préliminaires, ]’étude des extraits 
dont nous donnons les résultats a été effectuée sur six prépara- 
tions de dates différentes, et qui portent les numéros suivants 

Antigénes I, III et VI : préparés a partir de la souche R,, 
culture en bouillon de huit heures. 

_Antigéne II : préparé a partir de la souche R,, culture sur 
gélose de dix-huit heures. 

Antigénes IV et V : préparés a partir de S. virginia, culture 
en bouillon de huit heures. 


1° Examen chimique. 


Les antigénes I, II, III et VI, préparés 4 partir de la souche R,, 
ont donné une réaction de Molisch négative, 1 cm* de produit, 
aux taux des protéines donnés ci-dessous. 


Les antigénes IV et V, préparés 4 partir de S. virginia en forme 
S, ont donné une réaction de Molisch +. Par contre, le surnageant 
de la préparation V que nous avons gardé, a montré,la présence 
des glucides par une réaction fortement positive. La détermina- 
tion des protéines, par la méthode de Lowry {7} a donné les résul- 
tats suivants : 

Antigéne I: 3,7 mg/cm? Antigéne IV: 1,25 mg/cm3 
Antigéne II; 2,63 mg/cm? Antigéne V: 1,16 mg/cm3 
Antigéne III: 3,88 mg/cm?  Antigéne VI: 3,98 mg/cm! 


2° Examen immunologique. 


Avec chaque préparation on a effectué la réaction de précipi- 
tation interfaciale avec le sérum anti-H microbien, n° 558-564. 
Les six préparations ont précipité immédiatement avec le sérum. 
Par contre, aucune n’a réagi avec le sérum n° 692, sérum anti-O 
pur, qui donne une réaction positive avec un extrait trichlora- 
cétique d’une souche de S. typhi en forme S. 

En milieu gélifié, par la méthode de double diffusion d’Ouch- 
terlony [8], l’extrait précipite les sérums anti-H spécifiques anti- 
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microbiens, en donnant une seule ligne 

(fig. 1), mais il ne réagit pas avec un ee 

sérum anti-O typhoidique spécifique. 

Avec le sérum anti-OH typhoidique (6) (a) 
n® 565-572, nous avons obtenu une 

seule ligne, correspondant au méme Sér, 

anticorps anti-H, sans formation de el 


lignes supplémentaires qui correspon- 


draient 4 l’anticorps O. (s) 
Les réactions croisées faites avec le 


sérum anti-typhoidique n° 558-564 et 

extrait IV et V, ou bien avec le (4) 

sérum anti-d de S. virginia avec les 

extraits III et VI, n’ont donné qu’une fe. 1. — 1, U, MW 

seule ligne de précipitation (fig. 2).  mUsenes TE Bie ae © 
: : extraits Boivin Ty. 

Les extraits préparés a partir des 
souches R de S. paratyphi B, préci- 
pitent avec les sérums anti-H de cette salmonelle (b ou 1,2). Ils 
donnent en boite d’Ouchterlony une ligne de précipitation, mais 
ne précipitent pas avec les sérums anti-d, comme d’ailleurs les 
extraits de R, ne précipitent pas avec les sérums anti-H de S. 
paratyphi B. 

Ainsi, ces résultats indiquent que nos extraits contiennent des 
protéines et qu’ils réagissent spécifiquement avec des sérums 
anti-H correspondants. Pour confirmer qu’il s’agit bien d’une 
extraction de l’antigéne H, nous avons immunisé des lapins. A 
une premiére série de 4 lapins, nous avons injecté des extraits 


| 


© 
Gi) 


Fic. 2. — I, II, III, 1V = antigénes H: d (R,). VI = antigene H: d de S. virginia. 
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de la souche R,, qui nous avaient servi pour des essais prélimi- 
naires. Deux lapins ont succombé vingt-quatre heures apres la 
premiére injection de 0,5 cm* par voie intraveineuse, les deux 
autres ont été fortement choqués. Aprés quatre jours de repos, 
ils ont été réinjectés par voie sous-cutanée, avec 0,5, 1 et 1,5 cm® 
4 quatre jours d’intervalle. Aprés quoi, ils ont recu 1, 1,5 et 2 cm? 
a la méme cadence par voie intramusculaire, et enfin les mémes 
doses et & la méme cadence par voie intraveineuse. Aprés dix 
jours de repos, les lapins ont été saignés. Le mélange des sérums 
de ces deux lapins porte le n° 1 du sérum anti-antigéne H. 

A une seconde série de trois lapins, par le méme procédé, et 
aux mémes doses, a été injecté le mé- 
lange des antigénes I, III et VI. Les 

(i) lapins ont trés bien supporté l’immu- 

nisation et le mélange de leurs sérums 

() (1) est le n° 2 du sérum anti-antigéne H. 

Le sérum n° 1, agglutine la sus- 

pension H standardisée de S. typhi 

au titre final de 1/50 000, titrage fait 

pa la méthode de centrifugation et 

(w) (a1) par deux heures d’étuve 4 37°. I] ne 

contient pas d’agglutinine O au titre 

final de 1/10. Retitré quatre mois plus 

(1) tard, le titre d’agglutinines H n’est 

plus que de 1/6 400. Il contient des 

Fic. 3. — I, VI = antigtnes H: précipitines, mises en évidence par 

d. Sérum n° |] = sérum anti- ve . : : 

auligtae tHe ae) l’épreuve du disque avec les six anti- 
genes (I-VI). 

Dans le sérum n° 2, nous n’avons 
pu mettre en évidence les agglutinines H que par lasméthode de 
centrifugation, au titre final de 1/3 200. Par la méthode lente, 
deux heures d’étuve & 37° ou deux heures d’étuve a 52° avec 
la suspension standardisée (ou avec une suspension vivante) nous 
navons pas obtenu d’agglutination. Par contre, a l’épreuve du 
disque, le sérum précipite immédiatement avec les six antigénes. 

Les expériences de double diffusion en milieu gélifié ont été 

faites avec les deux sérums, d’aprés le protocole utilisé avec 
les sérums anti-microbiens. Les réactions restent spécifiques ; 
on obtient une seule ligne de précipitation avec les antigénes 
III, IV et V, et deux lignes trés rapprochées avec les antigénes I 
Ve Viceh Vili (ies) 

Ainsi, d’aprés ces résultats, on peut affirmer que ces extraits 
sont des antigénes et que les anticorps qu’ils font apparaitre 
chez le lapin, réagissent spécifiquement avec l’antigene H : d 
qu'il soit sur S. typhi ou sur S. virginia, et ne réagissent pas avec 
Vextrait de S. paratyphi B. 
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3° Examen électrophorétique. 


L’analyse électrophorétique des différentes préparations montre 
que la vitesse de migration de cet antigéne est toujours la méme, 
et correspond a l’emplacement des o-globulines sériques. On 
obtient une seule tache qui se colore fortement par le noir amide 
(coloration générale des protéines) et par la réaction d’acide 
periodique Formazan [glycoprotéines] (Uriel [40]). Par contre, 
les colorations spécifiques n’ont pas mis en évidence d’acides 
nucléiques ni de lipides. 


4° Examen tunmuno-électrophorétique. 


L’immuno-électrophorése faite avec les sérums de lapins n° 558- 
564 ou avec les sérums 1 et 2 et les antigénes I-VI, confirme 
les résultats obtenus avec la méthode d’Ouchterlony. Avec les 
sérums anti-microbiens, on obtient un arc de précipitation qui 
correspond aux a-globulines sériques. Avec les sérums 1 et 2, 
arc a une forme allongée et aplatie et semble étre constitué 
de deux lignes trés rapprochées lune de l'autre (fig. 4). 


+ (i) ~ 


Sér. ne 1 
Vic. 4. — II, VI = antigénes H: d (R,). Sérum n° 1 = sérum anti-antigene 
H: d (R,). 


Les examens mettant en jeu d’une part l’antigéne H préparé 
avec les souches de S. paratyphi B en forme R et d’autre part 
des sérums de lapins immunisés avec des suspensions vivantes 
ou tuées par la chaleur (une heure a 56°), donnent aussi un seul 
arc de précipitation au méme point de migration que celui 
observé dans les expériences faites avec l’antigéne H typhoidique 
(fig. 5). Les réactions croisées faites avec les sérums | anti-typhoi- 
dique et l’extrait parathyphoidique B, ne donnent aucun arc de 
précipitation. 

Dans quelques expériences préliminaires (nous espérons y 
revenir), nous avons constaté 4 laide de l’A. I. E. que des sérums 
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humains provenant de sujets vaccinés ou malades atteints de 
typhoide ou de paratyphoide B (sérums concentrés cing fois par 
précipitation avec le sulfate d’ammonium) contiennent des préci- 
pitines spécifiques pour nos préparations d’antigénes H. 


Sér. antimicrobien para B n2£588 


Sér. antimicrobien paraB n& 585 


Fic. 5. — Antigtne H: b extrait de la souche S. paratyphi B java. 


DISCUSSION. 


Opérant sur un extrait par la soude préparé a partir de salmo- 
nelles en forme R (et plus spécialement a partir de S. typhi 
souche R, et de S. paratyphi B var. java en forme R), nous 
obtenons sous forme soluble l’antigéne H de ces souches. D’aprés 
M”? Digeon [2], lors de l’extraction par une solution hypertonique 
de la toxine de la souche R, de S. typhi, on obtiendrait aussi 
une fraction protéinique correspondant 4 Vantigéne H : d. 

Nous avons choisi la méthode d’extraction par la soude, en 
raison des excellents résultats qu’elle donne dans Ja préparation 
de l’antigéne pour la gono-réaction. L’extraction par le diéthy- 
léne dioxyde, décrite par Jenkins, ne donne pas l’antigéne H a 
Pétat soluble : toutes les réactions de précipitation que nous 
avons effectuées avec de tels extraits sont restées négatives. Nous 
avons abandonné la technique d’extraction par les ultra-sons parce 
qu’elle nécessite une installation spéciale et parce que les suspen- 
sions de flagelles obtenues par agitation avec des billes de verre 
sont de concentrations trop variables. L’action des ultra-sons sur 
une suspension dont. le surnageant a été précipité par l’acide 
trichloracétique nous a donné des résultats inconstants. 

Des expériences préliminaires nous ont montré que, en utili- 
sant une concentration plus faible de soude (0,1 p. 100), la solu- 
bilisation de l’antigéne était insuffisante, tandis que les solutions 
de soude plus concentrées (0,5 p. 100 et 1 p. 100) que celle que 
nous avons adoptée (0,2 p. 100), détruisaient le pouvoir antigé- 
nique de l’extrait. Nous nous rendons parfaitement compte que, 
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Yaction de la soude étant brutale, il y a de fortes chances que 
le produit extrait soit en partie dénaturé. L’examen du culot de 
centrifugation aprés traitement par la soude et coloration par le 
Gram montre, a cété d’une masse amorphe, produit de 1’éclate- 
ment de la paroi cellulaire sous l’action de la soude, une trés 
faible proportion de germes intacts. 


Par contre, nous pensons que l’effet dénaturant ou hydrolysant 
de l’acide trichloracétique est moins important, d’autant plus que 
le temps de contact avec cet acide est réduit A vingt minutes y 
compris la centrifugation, et que ce contact se fait A froid. Le 
lavage du précipité trichloracétique est trés utile : dans une de 
nos préparations ot le précipité n’avait pas été lavé l’analyse en 
milieu gélifié a révélé la présence d’impuretés antigéniques. 


Pour la préparation des extraits, les meilleurs résultats sont 
obtenus a partir des cultures en bouillon de huit heures. La 
comparaison de différents extraits faits a partir de ces cultures 
(I, II, VI) et de lV’extrait II fait A partir d’une culture de dix- 
huit heures sur gélose, montre que les premiers ne donnent que 
de trés faibles variations dans la quantité des protéines, et que 
la préparation II, contient beaucoup moins de protéines. Ce fait 
est en accord avec les notions sur les conditions de culture des 
salmonelles qui donnent le meilleur rendement en antigéne H. 


Les nombreux essais que nous avons faits pour extraire |’anti- 
gene H 4a partir des souches en forme S nous ont fait abandonner 
ces souches. En effet, méme si on exalte au maximum la mobilité 
des souches, et malgré plusieurs lavages des précipités aprés 
Vaction de V’acide trichloracétique, nous avons toujours, dans 
l’épreuve du disque, obtenu des précipitations avec des sérums 
anti-O. D’autre part, sous l’action de la soude, les souches S 
donnent une substance gélatineuse, avec laquelle la précipitation 
par l’acide trichloracétique n’est pas franche et le précipité obtenu 
aprés centrifugation est peu important. 


Les analyses immunologiques et immuno-électrophorétiques 
que nous avons effectuées indiquent qu'il s’agit d’un antigéne 
spécifique qui correspond Aa l’antigene H:d s’il est extrait de 
la souche R,, et 4 lantigéne H:b ou H:1,2 s'il est extrait des 
souches de S. paratyphi B. Mais cet antigéne représente-t-il 
Vantigéne non modifié de ces salmonelles? Dans les épreuves 
d’immuno-électrophorése, l’obtention d’un arc allongé et aplati, 
serait en faveur d’une protéine dénaturée ou polydispersée. 


Nos observations sur les sérums de lapins anti-extraits (sérums 
1 et 2) qui précipitent les préparations d’antigénes I a VI et 
n’agglutinent que faiblement (sérum 2) les suspensions micro- 
biennes, peuvent signifier que le traitement des microbes par 
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la soude et l’acide trichloracétique a pu faire apparaitre sur 
l’antigéne ainsi obtenu des groupements déterminants qui ne sont 
pas disponibles sur les flagelles. Par contre, les réactions faites 
avec des sérums anti-microbiens, qu’ils proviennent des lapins 
immunisés avec des suspensions formolées (sérum n° 558-564 
et sérum virginia) ou avec des suspensions vivantes ou avec des 
suspensions tuées par la chaleur (S. paratyphi B), ont toujours 
donné des réactions de précipitation avec ces extraits et agglu- 
tinaient les suspensions microbiennes. 


D’autr part, nous avons pu épuiser les précipitines du sérum 
anti-antigéne H avec des microbes vivants (sérum 1 et sérum 2) 
et avons pu abaisser considérablement le taux d’agglutinines H 
du sérum 1 (le titre final est descendu de 1/6 400 a 1/400). De 
méme la saturation du sérum anti-microbien n° 558-564 par une 
de nos préparations (antigéne VI) concentrée cing fois a épuisé 
les précipitines de ce sérum et abaissé le taux de ses aggluti- 
nines H de 1/25 000 a 1/1 600. Ces faits confirment la nature 
antigénique de nos extraits protéiniques. Il est indiscutable que 
nos préparations ne sont pas des produits identiques aux flagelles, 
puisque nous les avons transformées en protéines solubles. Mais 
ces protéines solubles sont encore antigéniques et ont conservé 
la spécificité immunologique qui les caractérise. 

Les réactions croisées avec l’antigene H:d de S. virginia et 
les sérums anti-microbiens R, ou les sérums anti-extrait 1 et 2, 
montrent que le groupement déterminant ou, en tout cas, un des 
déterminants de la spécificité de l’antigéne d est resté intact. On 
sait que, sérologiquement, l’antigéne d de S. typhi est constitué de 
deux facteurs que désignent les symboles d,, d, (Kauffmann [5)). 
Celui de S. virginia n’est pas déterminé (Saphra et Seligmann [9)). 
Les réactions avec l’antigéne de S. typhi et les sérums n® 1 et 2 
donnent deux lignes de précipitation par la méthode de double 
diffusion, sauf avee la préparation III qui ne donne qu’une seule 
ligne. Avec l’antigéne d de S. virginia et les sérums n®* 1 et 2, 
nous ne trouvons qu'une seule ligne. Mais les lignes formées par 
les extraits des deux souches ne se croisent jamais, ce qui nous 
permet de penser que le (ou les) groupement(s) déterminant(s) 
des produits extraits de S. typhi et de S. virginia sont identiques. 


Avons-nous extrait par cette méthode tout l’antigéne H de notre 
Suspension microbienne ? Les épreuves du disque (précipitation 
interfaciale) et les expériences en milieu gélifié faites avec les 
surnageants dialysés apres précipitation par l’acide trichloracé- 
tique, et des sérums anti-H spécifiques, sont restées négatives, 
méme aprés concentration (cing fois) des surnageants, ce qui 
prouve que la totalité de la protéine de l’antigéne H de la souche 
est précipitée par Vacide trichloracétique. 
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En utilisant des souches en forme R, nous avons évité la pré- 
sence de l’antigéne O dans nos extraits. En est-il de méme pour 
lantigéne R ? On sait que l’antigéne R, trés peu étudié, est consi- 
déré comme un antigéne commun A toutes les salmonelles [4 et 2}. 
Le fait que nous n’avons pas eu de lignes de précipitation dans 
nos réactions croisées (antigénes d et sérums anti-paratyphoides B, 
ou sérum anti-d et antigénes H de S. paratyphi B), ni dans les 
épreuves du disque, indique, semble-t-il, que, si cet antigéne 
existe dans nos extraits, sa présence n’est pas démontrable. Il 
est fort possible que cette absence de réactions croisées soit due 
a labsence d’anticorps R dans nos sérums, mais le fait que 
lélectrophorése simple ne donne qu'une seule tache et que les 
réactions de caractérisation montrent sa nature protéinique (peut- 
étre glucoprotinique ?) nous fait admettre que nous nous trouvons 
en présence d’une seule substance active qui correspond a l’anti- 
gene H des salmonelles. 


RESUME. 


L’extraction par la soude 4 partir de suspensions microbiennes 
de salmonelles et la précipitation par l’acide trichloracétique de 
cet extrait permettent d’obtenir un antigéne protéinique. L’étude 
immunologique, électrophorétique et immuno-électrophorétique 
de cet antigéne démontre qu’il posséde la spécificité de l’anti- 
gene H de la souche dont il a été extrait. 


SUMMARY 


ExTRACTION OF SALMONELLA H ANTIGEN IN SOLUBLE FORM. 


Extraction of Salmonella suspensions by means of NaOH and 
precipitation of the extract by means of trichloracetic acid, 
allow to obtain a proteinic antigen. The immunological, electro- 
phoretic, and immuno-electrophoretic study of this antigen shows 
that it possesses the H specificity of the strain from which it was 
extracted. 


* 
xk* 


L’un de nous (M. Y...) remercie M. Pierre Grabar de son 
accueil si bienveillant dans son Service et des conseils qu’il nous 
a donnés au cours de ce travail. Nous remercions aussi M. Pru- 
d’homme d’avoir bien voulu se charger des préparations soumises 
a l’action des ultra-sons. 
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CONVERSION DE CULTURES 
DE SALMONELLA SCHWARZENGRUND 
ET SALMONELLA BREDENEY, 
DEPOURVUES DE L’ANTIGENE 27, 
EN CULTURES 27 POSITIVES 
PAR LA LYSOGENISATION 


par Léon LE MINOR, Simone LE MINOR et Pierre NICOLLE (*). 


(Institut Pasteur) 


INTRODUCTION. 


1° Les antigénes O du groupe E des Salmonella. 


A la suite des travaux de Weil et de Felix, qui, dés 1917, avaient 
établi existence de deux types d’antigénes bactériens, l’antigéne 
somatique, thermostable, ou antigéne O et l’antigéne flagellaire, 
thermolabile, ou antigéne H, Bruce White, puis Kauffmann pro- 
posérent une classification des Salmonella, dite « Tableau de 
Kauffmann-White », fondée sur la diversité sérologique des prin- 
cipaux antigénes O et H présents parmi les membres de ce genre. 
Dans ce tableau,-les divers sérotypes sont rangés en « groupes O » 
sur la base de leurs antigénes, somatiques. 

Certains de ces antigénes O sont composés de plusieurs fac- 
teurs antigéniques qu’il est possible d’identifier par la méthode 
de saturation croisée des agglutinines de Castellani. 

C’est ainsi que, dans le groupe E des Salmonella, on reconnait 
des sérotypes qui possédent, en plus du facteur 3 qui leur 
est commun, les uns le facteur 10 (par exemple, S. anatum: 
3,10 : eh : 1,6), d’autres le facteur 15 (par exemple, S. newington : 
3,15 :eh :1,6), d’autres les facteurs 15 et 34 (par exemple, 


*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° juin 1961. 
- ¢ g j 
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S. minneapolis : 3,15,34 : eh : 1,6), d’autres enfin, les facteurs 1 
et 19 (par exemple, S. senflenberg : 1,3,19 : gst). 


2° Modifications des antigénes flagellaires sous Ulinfluence 
d’immunsérums. 

On sait que, lorsqu’on cultive une Salmonella mobile en preé- 
sence du sérum anti-H agglutinant cette souche, deux éventualités 
peuvent se présenter : ou la culture est immobilisée, on peut en 
conclure qu’elle était monophasique, c’est-a-dire qu'elle ne possé- 
dait qu’une seule spécificité de son antigéne H ; ou bien elle n’est 
pas immobilisée et la culture, devenue inagglutinable par le sérum 
en présence duquel elle a été cultivée, devient agglutinable par 
un autre sérum anti-H. Dans ce cas, elle est dite : diphasique. 
Elle pourra étre immobilisée par culture en présence des deux 
sérums anti-H ajoutés simultanément au milieu. Par culture en 
présence de l’un ou de l’autre de ces sérums, on peut obtenir 
a volonté l’une ou l’autre de ces deux « phases » bien définies. 
Récemment, on a trouvé des Salmonella triphasiques, dont |’anti- 
gene H avait trois spécificités possibles, chacune pouvant étre 
obtenue isolément par culture en présence des deux sérums corres- 
pondant aux phases que l’on désirait supprimer [24]. 


3° Modifications des antigénes somatiques sous Vinfluence 
d’immunsérums. 


Par une méthode analogue de culture en présence de sérum, 
Bruner et Edwards ont réussi en 1948 [4] 4 obtenir des chan- 
gements dans les antigénes O. 


En cultivant Salmonella anatum (3,10 : eh : 1,6) et S. meleagridis 
(3,10 : eh : lw) sur une gélose semi-solide additionnée d’un sérum 
anti-10 spécifique préparé par saturation, ils ont pu faire appa- 
raitre le facteur 15 a la place du facteur 10. Les cultures avaient 
done acquis des constitutions antigéniques respectivement iden- 
tiques a celles de S. newington (3,15 : eh : 1,6) et de S. cambridge 
(3,15 : eh : Iw). 

Ces cultures ainsi modifiées pouvaient étre rétablies dans leurs 
formes primitives (8,10) en les cultivant en présence d’un sérum 
anti-15 spécifique. 

Bien que les auteurs aient admis que ces changements antigé- 
niques étaient trés probablement dus a l’action des anticorps 
contenus dans les sérums spécifiques, ils n’avaient pu écarter 
complétement l’hypothése d’une intervention possible de produits 
solubles libérés par les bactéries vivantes qui avaient été utilisées 
pour effectuer la saturation des sérums. 


Plus tard, en 1950, au Japon, Uetake et Obara [34], Obara [26], 
Nakagawa [25] ont cultivé les sérotypes de S. newington 
(3,15 :eh:1,6) et S. newbrunswick (8,15 :lv:1,7) en gélose 
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semi-solide additionnée de sérum anti-15 spécifique. Ils ont obtenu 
des cultures dans lesquelles l’antigéne 15 était remplacé par 
Pantigene 10. Leur formule antigénique correspondait donc 
désormais a celle de S. anatum (3,10 :eh:1,6) et de S. give 
(3,10 : lv : 1,7). (La méme modification fut possible en utilisant des 
sérums anti-l5 préparés par saturation d’un sérum 3,15 par des 
bactéries chauffées pendant une heure 4 100°, ce qui éliminait, 
dans le changement du complexe 3,15 en complexe 3,10, toute 
possibilité d’une intervention directe des bactéries vivantes ou de 
facteurs thermolabiles les accompagnant. 


Par la méme technique, il fut possible de transformer en 
complexe 3,15 des bactéries de formule 1,3,19 (Uetake [380]; 
Ise [9, 410)). 


4° Conversion de Corynebacterium diphtheriae non toxinogéne 
en C. diphtheriae toxinogéne par la lysogénisation. 


D’autres modifications produites par les bactériophages et liées 
a lacquisition concomitante de la lysogénie avaient été décrites 
en 1951 par Freeman [5], Freeman et Morse [6] 4 propos des 
bacilles diphtériques non toxinogénes auxquels ces auteurs avaient 
pu conférer le pouvoir toxinogéne en les lysogénisant au moyen 
d’un bactériophage provenant d’une souche lysogéne et toxino- 
géne de C. diphtheriae. 


On tend aujourd’hui a désigner ce genre de modification sous le 
nom de «conversion» (voir la revue de Barksdale sur ce 
sujet (2]). La conversion se distingue de la « transduction » par 
le fait que les bactéries « converties », c’est-a-dire ayant acquis 
un caractére nouveau (antigéne ou pouvoir toxinogéne) ont subi 
obligatoirement la lysogénisation. Lorsqu’elles perdent leur pro- 
phage, spontanément ou par suite de traitements appropriés, le 
caractére nouvellement acquis disparait en méme temps. 

Dans la « transduction », décrite par Zinder et Lederberg [40] 
en 1952, la modification produite par le bactériophage ne s’accom- 
pagnerait pas obligatoirement de la lysogénisation. D’aprés 
Adams et Luria {4], une méme bactérie ne pourrait pas étre a la 
fois lysogénisée et transduite : on trouverait, dans la population 
bactérienne traitée par le phage transducteur, des bactéries trans- 
duites non lysogénisées et des bactéries lysogénisées non trans- 
duites. ‘La transduction serait due 4 un phage anormal, incapable 
d’opérer la lysogénisation. 

Toutefois, il faut bien reconnaitre que la frontiére entre les 
deux phénoménes décrits sous les noms de transduction et de 
conversion n’est pas encore clairement définie. Nous verrons plus 
loin que les auteurs japonais ont a plusieurs reprises obtenu 
simultanément, suivant leur terminologie, la conversion d'un 
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antigéne somatique et la transduction de certains caracteres géné- 
tiques tels que la résistance 4 la streptomycine ou certains facteurs 
nutritionnels ou certaines spécificités antigéniques des flagelles. 
Le nom de conversion semble avoir été réservé dans la littérature 
a l’acquisition, sous l’influence des bactériophages, du caractere 
toxinogéne ou de certains caractéres antigéniques somatiques et 
simultanément de la lysogénie. 


5° Corrélations entre les modifications antigéniques (3,10 —> 3,15 
et 1,3,19 —> 3,15) et la lysogénisation. 


Iseki et Sakai [18, 44], en 1953, utilisant divers sérotypes du 
groupe E, confirmérent les résultats mentionnés ci-dessus de chan- 
gement des antigénes O dans le groupe E sous I’influence des 
sérums. Ils montrérent, de plus, que les filtrats de cultures 3,15 
contenaient un agent capable de transformer en 3,15 l’antigéne O 
des bactéries 3,10. Cet agent était inactivé par le chauffage 4 70° 
pendant quinze minutes ; il n’était pas dialysable ; il était préci- 
pitable par 2 volumes de méthanol a froid ; il résistait 4 la ribo- 
nucléase et a la désoxyribonucléase, ce qui éliminait l’intervention 
possible des acides nucléiques dans la transformation en question. 
Son action paraissait plutét liée a celle d’un bactériophage de lyso- 
génie libéré par les bactéries 3,15. Celles-ci étaient en effet cons- 
tamment lysogénes, et l’aptitude modificatrice des filtrats de 
souches possédant les facteurs 3,15 sur les souches 3,10 dispa- 
raissait lorsqu’on les traitait par le sérum anti-phage 15. 


Ces faits conduisirent Iseki et Sakai 4 penser que l’agent modi- 
ficateur n’était autre que le bactériophage lui-cméme. Les bactéries 
dont l’antigéne 3,10 avait été transformé en 3,15 étaient devenues 
lysogénes a leur tour (lysogénie acquise) et le phage qu’elles pou- 
vaient désormais libérer, comme le phage de lysogénie spontanée 
de S. newington, agissait sur les bactéries A antigéne 3,10 et 
changeait celui-ci en 3,15. 


La présence du facteur 15 et la lysogénie semblaient done étre 
sous la dépendance l'une de l'autre. 


Le phage « convertisseur » de la modification antigénique décrite 
par Iseki et Sakai a été dénommé epsilon, puis epsilon 15 pour 
le distinguer des phages intervenant dans la conversion concer- 
nant l’antigéne 34 dont nous parlerons plus loin. Lorsqu’on cultive 
des bactéries du groupe E2 (3,15) en présence de sérum anti-phage 
epsilon 15, on peut isoler a partir d’elles des colonies qui n’ont 
pas acquis, ou qui ont perdu la lysogénie, et qui ont gardé ou 
retrouvé leur forme initiale 3,10. 

Ces mémes auteurs ont pu transformer eux aussi en 3,15 l’anti- 
géne O (1,3,19) des Salmonella du groupe E38 en les cultivant en 
présence de sérum anti-1,19. Ils ont montré que les bactéries 
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transformées étaient devenues lysogénes et que le phage ainsi 
acquis pouvait transformer en 3,15 l’antigéne 3,10 de certaines 
Salmonella du groupe El. Dans toutes les transformations décrites 
dans ces travaux, les antigénes H étaient demeurés inchangés. 

Ces études ont été reprises et complétées par Uetake et Naka- 
gawa [83] et reprises dans la revue de Barksdale [2]. 


6° Conversion de Salmonella 3,15 en Salmonella 3,15,34. 


En 1956, Uetake [34], Harada [7], Nakagawa [25] montrérent 
que les Salmonella du groupe E3 (8,15,34) produisaient un phage 
actif sur les souches du groupe E2 (8,15) qui leur fait acquérir 
Vantigéne 34 en les rendant lysogénes. Le phage qu’elles pro- 
duisaient a été dénommé epsilon 34. 


7° L’activité du phage epsilon 15 est le déterminant génétique 
du facteur antigénique 15 et son absence, celui du facteur 10. 


Uetake, Luria et Burrows [85] ont publié en 1958 un important 
travail sur la conversion par les phages epsilon 15 et epsilon 84, 
montrant que le facteur 15 est déterminé génétiquement par 
l’activité du phage epsilon 15, le facteur 10 par son absence. Le 
facteur 15 est décelable, chez les bactéries possédant lanti- 
géne 3,10, cing minutes aprés l’infection par le phage epsilon 15. 
Trente minutes aprés, 75 p. 100 des cellules ont acquis le récep- 
teur pour le phage epsilon 34 virulent, récepteur que ne possé- 
daient pas les bactéries 3,10. [Les bactéries qui n’étaient pas sen- 
sibles au phage epsilon 34 avant l’infection lui sont done devenues 
sensibles aprés l’infection. 


8° Expériences avec un mutant « virulent » du phage epsilon 15. 


Si, au lieu d’employer le phage epsilon 15 tempéré, on emploie 
son mutant virulent, on voit aussi les cellules devenir rapidement 
agglutinables par le sérum anti-15. 'L’élaboration de l’antigéne 15 
ne nécessite denc pas Ja présence du prophage, car cet antigéne 
est décelable chez les bactéries qui vont étre détruites par le phage 
epsilon 15 virulent. Ces auteurs pensent que le phage epsilon 15 
induirait un déterminant génétique dominant, au lieu de rem- 
placer un déterminant par un autre. Chez les bactéries récem- 
ment infectées, on trouverait simultanément les antigénes 10 et 15. 

La réversion 3,15—>+3,10 pourrait se faire spontanément 
(comme l’avaient observé en 1951 Yamada et Sakasaki [38]), mais 
elle est plus facile 4 obtenir en présence du sérum anti-phage 
epsilon 15. 


9° Le facteur antigénique 15 serait un précurseur du facteur 34. 


Le phage epsilon 34 a fait l’objet d’une étude particuliére de 
Uetake et Hagiwara [87] en 1960. La formation de l’antigéne 34 
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est accompagnée d’une perte partielle des antigénes 3 et 15, ce 
qui laisse supposer une parenté étroite entre eux, et montrerait 
que l’antigene 15 serait un précurseur de l’antigéne 34. 


10° Autres constatations sur la conversion des bactéries 3,10 
en bactéries 3,15. 

En 1959, Uetake {36] a isolé, d’une souche lysogene produisant 
le phage epsilon 15 (qui est capable, rappelons-le, de transformer 
en 3,15 l’antigéne 3,10), deux mutants non inductibles par Virra- 
diation ultraviolette (1), dont l'un est lysogene et défectif (2) et 
dont l’autre est lysogéne également et non défectif. Ce second 
mutant porte une mutation au niveau du prophage. 


Le méme auteur a trouvé, de plus, une E. freundu qui possé- 
dait l’antigéne 3,10 et qu’il a pu transformer en 3,15, puis en 
3,15,34, sous l’influence successive des phages de lysogénie pro- 
duits par des souches de Salmonella 3,15 et 3,15,34. 

11° Propriétés des phages epsilon 15 et epsilon 34 purifiés. 

Harada [8] a pu purifier, par isolements sucessifs et action des 
sérums anti-phages correspondants, les phages epsilon 15 et 
epsilon 34. Le phage epsilon 34 est plus résistant que le phage 
epsilon 15 a l’action de la chaleur. Il ne peut agir directement 
sur les souches 3,10; mais il peut le faire aprés que le phage 
epsilon 15 les a transformées en 3,15. Ceci explique pourquoi, 
sous l’influence de filtrats de Salmonella 3,15,34, qui sont dou- 
blement lysogénes et qui produisent les phages epsilon 15 et 
epsilon 34, les taux de conversion de 3,10 en 3,15,34 sont infé- 
rieurs a ceux de la conversion de 3,15 en 3,15,34, car la premiére 
nécessite deux étapes : 3,10-—>3,15 et 3,15 —> 3,15,34. 

D’autre part, en 1958, Iseki et Hamano [49], utilisant le phage 
epsilon 34 produit par S. thomasville, ont pu transduire chez 
S. newington (du groupe E2) soit la résistance 4 la streptomy- 
cine, soit des facteurs nutritionnels, soit la possibilité de faire 
fermenter certains sucres. Toutes les bactéries auxquelles un 


(1) On sait que certaines bactéries lysogénes soumises A de faibles 
doses d’irradiation ultraviolette, produisent un nombre accru de cor- 
puscules bactériophages ; parfois méme les cultures irradiées subissent 
une lyse totale avec libération d’une quantité massive de corpuscules. 
C’est le phénoméne de l’induction de la production de bactériophage 
par les bactéries lysogénes (Lwoff, Siminovitch et Kjelgaard [22]). 

(2) Les bactéries lysogénes 4 prophage défectif sont des bactéries 
qui ne libérent normalement qu’une trés faible quantité de corpuscules 
bactériophages ; parfois méme, il est impossible d’en trouver dans 
les filtrats. Ces bactéries lysogénes A prophage défectif sont parfois 
inductibles par l’irradiation ultraviolette, parfois elles ne le sont pas 
(Jacob et Wollman [20]). 
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caractére génétique avait été transduit acquirent le pouvoir d’éla- 
borer a la fois le phage epsilon 34 et Vantigéne 34. 


12° Preuve par Visotope radioactif *P du réle de la lysogé- 
nisation dans la conversion. 


Au cours d’expériences de conversion bactériophagique, Mat- 
sumoto, Serizawa et Iseki [24] ont confirmé les résultats de Her- 
shey et Chase : quand le phage est marqué au ”P, les bactéries 
transformées deviennent beaucoup plus fortement radioactives 
que les bactéries non transformées. Ce résultat apporte une preuve 
supplémentaire du réle de la lysogénisation dans la conversion ; 
seules les bactéries devenues fortement radioactives, c’est-a-dire 
seules les bactéries infectées par l’ADN bactériophagique mar- 
qué par son *P, subissent la conversion. 


‘Les mémes auteurs n’ont, au contraire, trouvé aucune différence 
significative quand le phage est marqué au *S, ce qui s’explique 
si l’on veut bien se rappeler que le *S est incorporé a peu prés 
exclusivement dans l’enveloppe de protéine des corpuscules bac- 
iériophages et que celle-ci, lors de l’infection bactériophagique, 
ne pénétre pas dans le cytoplasme bactérien. I] s’ensuit qu’il ne 
peut y avoir aucune différence dans la radioactivité par le *S 
entre les bactéries réellement converties, donc infectées, et les 
bactéries non converties, qui n’ont pas été infectées. 


3° Le sérum antibactérien 15 n’agit pas comme inducteur 
de la conversion, mais comme sélecteur. 


D’autre part, les mémes auteurs ont montré que, dans la trans- 
formation 3,15 —> 3,10, le sérum antibactérien 15 n’agit pas 
comme inducteur, mais comme sélecteur : il inhibe la croissance 
des bactéries 3,15 sans géner celle des bactéries 3,10 provenant 
des précédentes. 


Le sérum anti-phage epsilon 15, dont le réle favorisant dans 
la transformation 3,15 —> 3,10 avait été montré en 1953 par 
Iseki et Sakai (48, 44], n’a pas d’action directe sur les bactéries, 
et il a sans doute, comme seule action, de protéger les bactéries 
3,10, apparaissant par mutation, contre la réinfestation par le 
phage epsilon 15 provenant des hactéries 3,15 lysogénes. 

14° Conversion des bactéries 2,12, 4,12, et 9,12 en bactéries 


possédant en plus l’antigéne 1. 


Les Salmonella des groupes A, B, D, peuvent posséder, en plus 
des antigeénes somatiques 2,4 et 9 qui leur sont respectivement 
caractéristiques, l’antigéne 1. En outre, leur antigéne somatique 
contient le facteur 12 et éventuellement, pour le groupe B, d’autres 
facteurs tels que 5 et 27. Iseki et Kashiwagi [14,12], en 1955 et 
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1957, ont montré que la production de l’antigene somatique 1 
est gouvernée par le phage tempéré iofa : les souches possédant 
Vantigeéne 1 sont polylysogénes. L’un des phages qu’elles éla- 
borent, le phage iota, peut lysogéniser les souches sans antigéne 1 
et leur faire acquérir en méme temps cet antigéne. Ce phage peut 
aussi transduire des caractéres nutritionnels et des spécificités 
d’antigénes flagellaires. 


En 1957, Zinder [39], en 1958, Stocker [29] ont étudié les chan- 
gements antigéniques se produisant chez une Salmonella typhi 
murium 4,12 sous l’influence du phage P,, : les bactéries acqui- 
rent la propriété de synthétiser l’antigéne 1, tandis que la 
culture devenait lysogéne et produisait le phage capable d’induire 
la production de l’antigéne 1. Tous les essais pour mettre en 
évidence l’antigéne 1 dans les bactéries non lysogénes ont 
échoué. Zinder a pu montrer que l’antigéne O:1 nouvellement 
formé est décelable environ sept minutes aprés l’infection et qu’il 
est produit aussi bien sous l’influence des phages tempérés que 
sous celle des phages virulents. 


15° Autres exemples de conversion parmi les Salmonella. 


Baron, Formal et Washington [8], en 1957, en faisant agir sur 
S. newport [6, 8] un phage dérivé de S. kentucky [8, 20], ont 
obtenu un nouveau sérotype de formule somatique 6,8,20. Iseki 
et Matsumoto [47] confirmérent ces résultats et montrérent que 
S. kentucky produisait deux phages différents, qui, tous deux, pou- 
vaient lysogéniser les bactéries 6,8, mais dont un seul était capable 
de leur faire acquérir l’antigeéne 20. Ce dernier est le plus résis- 
tant 4 la chaleur. Les filtrats de S. corvallis contiennent aussi les 
deux sortes de phages, tandis que S. emek et S. albany qui pos- 
sédent aussi l’antigéne 8,20 ne produisent que le phdge capable 
de faire acquérir lantigéne 20 aux souches 6,8. Ce dernier 
phage peut transduire la résistance a la streptomycine, tandis que 
l'autre phage ne peut le faire. I] peut aussi, a un taux de fré- 
quence analogue (10—), transduire le pouvoir de faire fermenter 
inositol. Les bactéries chez lesquelles s’est produite l’une ou 
autre de ces modifications ont en méme temps acquis la possi- 
bilité de synthétiser l’antigéne 20. Le transfert simultané de la 
streptomycino-résistance et du pouvoir de faire fermenter l’ino- 
sitol n’a pas été observé. 


16° Conversion parmi les Shigella. 


Chez les Shigella, Matsui [23], en 1958, a mis également en 
évidence des phénoménes de conversion phagique des types 
la —> 4a et 3b —> 4b. En 1959, Iseki et Hamano [48] ont montré 


que la conversion était aussi possible dans le sens 1b — > 4b et 
2a —> Aa. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 


Lorsque leur équipement enzymatique est complet, les souches 
de Salmonella bredeney ont pour formule 1,4,12,27:1lv:1,7 et celles 
de Salmonella schwarzengrund, 1,4,12,27:d:1,7. 


Parfois lantigéne 27 peut manquer A l’isolement chez l’un ou 
lautre de ces sérotypes. Dans notre collection, nous possédons 
20 souches de S. bredeney 27 + et 47 souches 27 —, 10 souches 
de S. schwarzengrund 27 + et 9 souches 27 —. Nous avons 
recherché si les souches 27 + ne seraient pas lysogénes et, dans 
Vaffirmative, si le phage qu’elles libéreraient ne serait pas capa- 
ble de provoquer l’apparition de Vantigéne 27 en le faisant agir 
sur les souches 27 — des deux sérotypes. 


EXPERIENCE PREALABLE. — Dans un premier temps, nous avons 
ensemencé sur gélose et en bouillon ordinaire une colonie par- 
faitement smooth de deuxiéme isolement de chaque souche. Les 
cultures sur gélose ont servi a confirmer la présence ou l’absence 
de l’antigéne 27 par l’agglutination sur lame au moyen d’un 
sérum préparé en injectant 4 des lapins S. schleissheim (4, 12, 
27) chauffé deux heures a 100° et en saturant ce sérum par S. 
reading (4, 12) et abortus equi (4, 12) pour lui enlever les 
anticorps 4 et 12. Ce sérum saturé n’agglutine que les souches 
possédant l’antigéne 27. 

Les cultures en bouillon des souches 27 + ont été filtrées sur 
bougie Chamberland ‘LL, et aprés contrdéle de la stérilité, une 
goutte de chaque filtrat a été déposée a la surface de plaques de 
gélose nutritive ensemencées avec les souches 27 —. 

Nous avons opéré de la méme facon avec des filtrats des sou- 
ches 27 + du Centre International des Salmonella (Copenhague) : 
S. brenedey, S. tinda, S. dalat, S. entebbe, S. schleissheim et 
S. schwarzengrund ; toutes les souches de S. schwarzengrund 
essayées (que nous désignerons désormais par la lettre S accom- 
pagnée des numéros sous lesquels elles figurent dans notre cata- 
logue) et toutes les souches de S. bredeney (que nous désigne- 
rons par la lettre B) se sont montrées lysogénes et leur phage 
est actif sur les souches 27 —. 

Le spectre de sensibilité des souches 27 — aux phages contenus 
dans les filtrats est variable : certaines sont lysées par de nom- 
breux d’entre eux ; d’autres par un trés petit nombre, quelques 
souches enfin sont insensibles a tous. 

Parmi les filtrats des souches internationales 27 +, seuls ceux 
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de S. tinda et de S. schwarzengrund ont agi sur quelques rares 
souches 27 —. 

Dans tous les cas ot une action bactériophagique a été obser- 
vée, nous avons effectué l’agglutination sur lame des cultures 
secondaires dans le sérum 27 et dans une solution hypertonique 
a 20 g de chlorure de sodium pour | 000. 

Certaines étaient devenues rough ; d’autres étaient restées 27— ; 
d’autres enfin étaient restées smooth et elles donnaient une agglu- 
tination nette dans le sérum 27. 

Nous avons ensuite choisi comme agent de transformation un 
filtrat capable d’opérer la conversion des cultures 27 — en 27 +, 
celui d’une souche de S. schwarzengrund 27 + (S 4/59) et, comme 
matériel destiné 4 subir la transformation, diverses souches 27 — 
(S 1/57, S 3/57, S 3/58, B 7/58, B 13/58, B 15/60) chez lesquelles 
la conversion 27 — —> 27 + se produisait sans grande difficulté. 

Une provision de phage fut préparée 4 partir de S 4/59 par 
culture en bouillon ordinaire, agitée pendant six heures a 37°. 

Lors d’essais préalables, l’irradiation des cultures par les 
rayons ultraviolets ou utilisation d’un lysat obtenu par congé- 
lation et décongélation ne nous ont pas paru améliorer sensi- 
blement le rendement en phage. 


CONVERSION EN MILIEU LIQUIDE. — Dans l’intention de réaliser 
la conversion 27 — —> 27 + en milieu liquide, nous avons ense- 
mencé trois tubes de bouillon avec chacune des souches S$ 3/58 
et B 7/58, toutes deux 27 —. Le premier tube a servi de témoin ; 
le second a été additionné du 1/5 de son volume de filtrat d’une 
culture de S 4/59 (27 +); le troisiéme du méme filtrat additionné 
d’un sérum anti S. essen (4,12). Iseki et Sakai [45] avaient signalé, 
en effet, une action favorisante des sérums anti O:1,19 sur les 
changements de l’antigéne O du sous-groupe E3 des Salmonella 
par le bactériophage ; nous avons voulu vérifier si une action 
analogue ne se produirait pas dans la conversion des cultures 
27 — en 27 +. 

Aprés une incubation de huit heures 4 87° en milieu non agité, 
les cultures furent isolées sur gélose. Le lendemain, l’agg glutina- 
tion dans le sérum 27 en fut recherchée sur lame. ‘Les cultures 
iémoins étaient restées inagglutinables. Celles qui avaient été 
mises en contact avec le filtrat étaient au contraire agglutinées par 
le sérum 27. Les agglutinations de colonies isolées montrérent 
que toutes celles de la culture B 7/58 qui furent éprouvées étaient 
devenues 27 +, ainsi que dix colonies sur quinze examinées de 
la culture S 3/58. 

Des proportions analogues furent observées pour les isole- 
ments des cultures qui avaient été additionnées de sérum anti 4,12 
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en méme temps que du filtrat de la culture 27 +. L’addition du 
sérum anti-O parait donc superflue. 

Dans d'autres expériences du méme type effectuées avec les 
souches B 15/60 et S 3/58, les résultats ont été identiques, a 
condition toutefois d’employer un inoculum peu important de 
Vordre de 100 000 bactéries par ml de bouillon-filtrat. 

Le temps d’incubation peut étre diminué : aprés deux heures 
trente a 37°, 9 sur 10 des colonies A l’isolement étaient agglu- 
tinées par le sérum 27. Ce temps de contact pourrait étre certai- 
nement raccourci, ainsi que le montrent les expériences d’immuno- 
fluorescence rapportées plus loin. 

Il semblait done que, sous l’influence du bactériophage libéré 
par la culture de S 4/59, les colonies secondaires des cultures 
27 — de S. bredeney et de S. schwarzengrund sensibles a ce 
phage pouvaient acquérir l’antigéne 27. 

Pour rechercher si ces bactéries étaient devenues en méme 
temps lysogénes et, dans l’affirmative, si le phage, qu’elles avaient 
acquis la propriété d’élaborer, était capable d’opérer 4 son tour 
la conversion 27 — —> 27 +, les souches S 3/58 et B 7/58 deve- 
nues 27 + furent ensemencées en bouillon et celui-ci fut filtré 
apres une incubation de huit heures a4 87°. L’action de ces filtrats 
fut éprouvée parallélement a celle du filtrat originel de la souche 
S 4/59. sur les cultures originelles 27 — de ces souches et sur les 
cultures rendues 27 +. Ces derniéres se montrérent insensibles 
aux phages contenus dans les filtrats, tandis que les souches 27 — 
subissaient une action lytique comparable a celle qui s’était mani- 
festée sous l’effet du premier filtrat. Les colonies secondaires 
qui avaient pris naissance étaient devenues 27 +. 


Ainsi, avec ces souches, une culture 27 — peut devenir lyso- 
gene sous l’influence d’un phage issu d’une culture 27 + et en 
méme temps elle peut acquérir Vantigéne 27. Le phage qu'elle 
est devenue capable d’élaborer peut a son tour faire apparaitre 
Vantigéne 27 dans les colonies secondaires de la souche homolo- 
gue originelle 27 —. 

Nous avons pu constater que ces caractéres acquis se main- 
tenaient aprés de nombreux repiquages. 

Des résultats analogues furent obtenus en faisant agir le filtrat 
de la souche S 4/59 sur deux autres souches de S. bredeney 
(B 13/58 et B 21/59) et sur deux souches de S. schwarzengrund 
(1/57 et 3/57). Il convient cependant de faire remarquer que les 
souches de S. bredeney se sont toujours montrées plus sensibles 
a l’action des filtrats que les souches de S. schwarzengrund et 
que la conversion a été plus facile a obtenir avec le premier séro- 
type qu’avec le second. 

Si nous ensemencons les plaques de gélose avec une culture 
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trop dense de la souche S 3/58, les filtrats ne forment plus 
qu’une lyse discréte presque entiérement comblée par une culture 
importante, de laquelle il est difficile d’isoler des colonies 27 +. 
Avec les souches de S. bredeney au contraire, les échecs, méme 
avec les ensemencements massifs, ont été exceptionnels. 

Cette différence d’aptitude a subir la conversion se retrouve 
avec les filtrats des cultures 27 — ayant acquis secondairement la 
propriété lysogéne et l’agglutinabilité par le sérum 27. Si, comme 
nous l’avons dit précédemment, le phage libéré par la culture 
S 3/58 rendue 27 + est capable de provoquer la conversion de 
la souche originelle 27 —, il a la méme propriété quand on le 
fait agir sur la souche B 15/60. Au contraire, le filtrat de la cul- 
ture B 15/60 rendue 27 + agit sur la souche B 15/60, mais non 
sur la souche S 3/58. 


Etudes immunologiques 
confirmant l’acquisition de l’antigene 27. 


a) PREPARATION D’ANTI-SERUMS 27 A PARTIR DE CULTURES 27 — 
CONVERTIES EN 27 +. 


L’acquisition de l’antigéne 27 par des cultures 27 — de S. bre- 
deney et de S. schwarzengrund, sous influence des bactériopha- 
ges élaborés par des cultures 27 +, a été confirmée au moyen 
d’anti-sérums. Ceux-ci ont été préparés en injectant 4 des lapins 
la culture originelle S 3/58 (27 —) et les cultures S 3/58 et B 15/60 
rendues 27 +, chauffées deux heures a 100° pour détruire les 
antigénes H. 

Quand on sature le premier sérum (celui qui est obtenu par 
injection 4 un lapin de la souche originelle 27 —) par S. rea- 
ding (4,12:eh:1,5), S. abortus equi (4,12:—:enx), S. paratyphi B 
(4,5,12:b:1,2), qui sont toutes dépourvues d’antigéne 27, il ne 
reste plus d’agglutinines O. Mais quand on sature, par les souches 
homologues originelles 27 —, les sérums obtenus en injectant a 
des lapins les souches S 3/58 et B 15/60 rendues 27 +, les anti- 
corps agglutinant celles-ci subsistent. I] s’agit d’agglutinines 27 : 
les souches S. bredeney 27 + et S. schwarzengrund 27 + de 
notre collection sont agglutinées par ce sérum, de méme que les 
souches internationales 27 + : S. abortus bovis, S. schleissheim, 
S. tinda, S. dalat, S. entebbe, S. schwarzengrund et S. bredeney. 
Au contraire, les autres souches du groupe B ne sont pas agglu- 
tinées : S. budapest, S. abortus equi, S. wien, S. reading, S. para- 
typhi B, ainsi que les souches 27 — de S. bredeney et de S. schwar- 
zengrund. [La conversion des cultures 27 — en cultures 27 + 
permet par conséquent de préparer facilement un anti-sérum 27. 
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b) MérHope DE L’IMMUNOFLUORESCENCE. 


‘La méthode de l’immunofluorescence indirecte de Coons nous 
a permis de confirmer également la réalité de l’acquisition de 
Pantigéne 27. 

Les bactéries traitées par les filtrats actifs furent déposées sur 
des lames, fixées 4 l’alcool et mises en contact pendant trente 
minutes avec le sérum 27 préparé suivant la méthode classique 
(dilution terminale a 1/10). Aprés un lavage prolongé a l’eau 
physiologique tamponnée froide et & pH:7, un sérum de mouton 
antiglobulines de lapin, marqué a l’isothiocyanate de fluorescéine, 
fut laissé sur la préparation pendant trente minutes, en chambre 
froide, l’examen fut pratiqué sur les lames montées a la glycérine 
tamponnée. Une belle fluorescence fut observée avec les bactéries 
possédant dés Visolement l’antigéne 27 ou Vayant acquis sous 
Vinfluence d’un filtrat de S 4/59, tandis que les bactéries 27 — 
demeuraient invisibles en lumiére ultraviolette. Cette méthode a 
Vavantage de mettre en évidence la présence d’un antigéne direc- 
tement au niveau des bactéries. Elle nous a permis de suivre 
Vapparition de Vantigéne 27 en fonction du temps de contact des 
bactéries avec le phage convertisseur : nous avons fait une sus- 
pension d’une culture en phase exponentielle de B 15/60 (27 —) 
dans 20 cm® de filtrat de S 4/59 (27 +). Immédiatement aprés le 
mélange, et ensuite toutes les cinq minutes, nous avons prélevé 
1 cm? de la suspension et nous l’avons filtrée sous vide sur mem- 
brane « millipore ». Afin de débarrasser les filtres des traces de 
bouillon, nous les avons rincés 4a l’eau physiologique. Cette tech- 
nique a l’avantage, sur la centrifugation, de soustraire en quelques 
secondes les bactéries a l’action du filtrat. Les bactéries déposées 
sur la membrane furent étalées sur une lame, puis soumises 
successivement a l’action du sérum 27 et du sérum fluorescent 
antiglobuline de lapin. Nous avons ainsi constaté qu’elles 
deviennent fluorescentes dés la dixiéme minute de contact et 
qu’au bout de quinze minutes, la fluorescence a atteint son maxi- 
mum. Toutes les bactéries, du moins avec cette souche de S. bre- 
deney, deviennent fluorescentes. L’apparition de l’antigéne 27 
a leur surface est donc trés précoce. 


c) VARIATIONS DE FORME DE L’ANTIGENE 27. 


Lors des agglutinations de colonies isolées par le sérum 27, il 
nous a semblé que l’antigéne 27 pouvait subir des « variations 
de forme » comparables 4 celles qui ont été décrites par 
Kauffmann pour l’antigéne 1. 


Dans une méme culture, on trouve des différences dans |’inten- 
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sité de l’agglutination des colonies 27 +. Ces différences varient 
au cours des repiquages et les filtrats préparés 4 partir de cultures 
ensemencées avec des colonies 27 +++, 27 ++ ou 27 + se 
sont montrés également actifs pour la conversion de cultures 27 — 
en 2/ +. 


L’antigéne 1 ne semble pas influencé par ces variations rela- 
tives 4 l’antigéne 27. Toutes nos souches possédaient l’antigéne 1 
et nous n’avons pas remarqué de différences notables dans leur 
agelutinabilité par le sérum correspondant, qu elles aient possédé 
ou non l’antigéne 27 ou qu’elles laient acquis. 


Preuve de l’intervention d’un phage. 


Ces changements antigéniques sont directement liés a l’action 
d’un phage 
ge. 


Sur milieu solide, on voit que l’antigéne 27 ne prend naissance 
que si la lyse a eu lieu et s’il est apparu une culture secondaire. 
Les filtrats ne donnant pas le phénoméne, ne provoquent pas la 
formation de l’antigéne 27. 


Le facteur actif n’est pas dialysable, il résiste a l’action du 
chloroforme et au chauffage a 80°. 


De ce fait, on peut obtenir un produit actif en stérilisant les 
cultures par le chloroforme ou par le chauffage a 60° suivis d’une 
centrifugation. 


Il résiste a l’action de 2 volumes de méthanol ajoutés a froid. 


Des propriétés semblables avaient été trouvées par les auteurs 
japonais pour les phages de conversion a l’intérieur du groupe E. 


Il est peu probable que les filtrats de cultures jeunes de la 
souche S 4/59, préparés dans les conditions indiquées, contiennent 
de l’ADN libre susceptible de donner lieu a un phénoméne de 
transformation. Pour éliminer néanmoins cette possibilité, nous 
avons ajouté au filtrat actif de la souche S$ 4/59, de la désoxyribo- 
nucléase en présence d’oxalate de Mg a 10~ M. Dans ce mélange 
laissé une heure a la température du laboratoire, nous avons 
ensuite introduit des cultures 27 — (S 3/58 et B 15/60). L’appari- 
tion de Vantigéne 27 se produisit dans les mémes conditions que 
dans les tubes témoins contenant le filtrat non traité par la désoxy- 
ribonucléase ou le filtrat additionné seulement d’oxalate de Mg. 


Nous avons immunisé des lapins au moyen du filtrat actif de la 
souche S$ 4/59. Le sérum obtenu inhibe la formation de plages 
sur S. haifa sensible au phage contenu dans les filtrats jusqu’a 
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la dilution de 1/4 000. Quand ce sérum est ajouté au filtrat de 
la souche S 4/59 a la dilution de 1/40, il inhibe totalement son 
pouvoir lysogénisant et sa propriété de convertir les cultures 27 — 
en cultures 27 +, aussi bien pour S 3/58 que pour B 15/60. 


Il est possible que le filtrat de la souche S 4/59 qui nous a servi 
au début contienne plusieurs phages, vraisemblablement deux. 
Quand on fait agir ce filtrat sur S. haifa, il produit des plages en 
cocarde sensiblement plus grandes (de 1,5 A 2 mm de diamétre) 
que celles qui se forment sur les souches de S. bredeney et de 
S. schwarzengrund 27 — (0,25 4 0,50 mm de diamétre). Ce phage 
fut purifié a plusieurs reprises par prélévement d’une plage bien 
isolée, puis régénéré par passages successifs. Son titre était de 
5 x 108. Mais ce phage actif sur S. haifa ne |’était plus sur les 
souches de S. bredeney et S. schwarzengrund 27 — qui sont sen- 
sibles au phage issu directement de la souche S 4/59. 


Il n’est cependant pas impossible que ces passages sur S. haifa 
aient changé les caractéres du phage primitif. Nous espérons par- 
venir ultérieurement a élucider ce point au moyen des sérums 
anti-phages qui sont en préparation. 

Le phage capable d’opérer la conversion peut provoquer la lyse 
de certaines autres Salmonella du groupe B ne possédant pas l’anti- 
gene 27, par exemple S. paratyphi B. L’action du filtrat de la 
souche S 4/59 fut recherchée sur plusieurs souches de S. para- 
typhi B appartenant a divers lysotypes. Parmi ceux-ci, la souche 
B 60.1917 du lysotype 3aI se montre trés sensible. Des passages 
sur cette souche permirent d’avoir un titre de 10’ et, contrairement 
a ce que nous avons observé avec la souche S. haifa, ce phage 
passé sur S. paratyphi B a conservé ses propriétés de conversion 
sur les souches B 7/58, B 15/60 et S 3/58, toutes 27 —. I] est sans 
action lytique sur les mémes souches rendues 27 + a la suite du 
traitement par le phage originel S 4/59. 


Ce phage originel provenait, on s’en souvient, d’une culture 
smooth de S 4/59. Nous avons recherché si des variantes rough 
de la méme souche pourraient produire, elles aussi, un phage doué 
de pouvoir convertisseur en ce qui concerne l’antigéne 27. Une 
colonie rough fut isolée d’une culture en bouillon abandonnée 
pendant deux semaines a |’étuve a 37°. Elle avait l’aspect typique 
des formes rough et elle était auto-agglutinable en eau physio- 
logique. Un filtrat de culture de 8 heures en bouillon ensemencé 
par cette colonie fut essayé parallélement au filtrat de colonie 
smooth de la méme souche sur B 15/60, B 1/61 et S 3/58, toutes 
27 —, ensemencées en nappe sur plaques de gélose nutritive. 
Les deux filtrats produisirent une lyse voilée et toutes les cultures 
secondaires étaient stables en eau physiologique et agglutinables 
par le sérum 27. Il semble donc, bien que nous n’ayons pas 
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controlé par l’immunisation de lapins que la culture d’aspect 
rough ne produisait pas d’agglutinine O, que les formes rough 
soient lysogénes comme les formes smooth et que leur phage, sans 
doute le méme que celui qui est libéré par la forme smooth, soit 
capable de provoquer la formation de l’antigéne 27 chez les 
cultures sensibles a son action lytique. 


Les cultures 27 —, sensibles au phage issu de la souche S 4/59 
et capables d’acquérir sous son influence Vantigéne 27, peuvent 
elles aussi étre d’emblée lysogénes, mais les phages qu’elles 
libérent sont évidemment différents de celui qui provoque la 
conversion 27 — —> 27 +. Nous avons recherché l’action lytique 
de filtrats des souches 27 — S 3/58, B7/58 et B 15/60 sur les 
souches hétérologues avant et aprés la conversion. Les deux 
premiers filtrats se sont montrés inactifs. Au contraire, le filtrat 
de la souche B 15/60, inactif sur la souche homologue 27 — 
d’origine et rendue 27 +, inactif également sur les souches ori- 
ginelles 27 — B 7/58 et S 3/58, lyse leurs cultures rendues 27 +. 
Il produit aussi une lyse voilée par une abondante culture secon- 
daire de la souche S. schwarzengrund 27 + du Centre Interna- 
tional des Salmonella. Grace A lui, nous avons pu obtenir faci- 
lement une variante 27 — de cette souche. 


Contrairement & ce qui avait été observé pour les phages inter- 
venant dans la conversion des antigénes 15 et 20, il ne semble pas 
que celui qui fait objet de cette note ait des propriétés trans- 
ductrices. Nous avons rendu la souche S 4/59 résistante a 100 pg 
de streptomycine. Le filtrat de cette culture streptomycino-résis- 
tante a gardé la propriété de faire apparaitre l’antigéne 27 dans 
les cultures B 15/60 et S 3/58. Mais les colonies 27 + apparues 
sont restées sensibles a 50 et 4 100 ug de streptomyeine. 


D’autre part, notre souche de S. schwarzengrund S 4/59 fait 
fermenter le dulcitol, alors que la souche de S. bredeney B 15/60 
est sans action sur ce glucide. Or, en ensemencant sur gélose au 
dulcitol la souche B 15/60 rendue 27 + par le phage de la souche 
S 4/59, nous n’avons pas trouvé de colonies dulcitol positives au 
cours des deux expériences que nous avons effectuées. 

Enfin, la souche B 15/60 (antigénes flagellaires lv et 1,7) a été 
ensemencée en tube en U contenant de la gélose molle additionnée 
des sérums correspondants, en présence de filtrat actif de la 
souche S 4/59 (antigénes flagellaires d et 1,7) suivant la méthode 
habituellement utilisée pour rechercher les transductions d’anti- 
génes flagellaires. Si le phage avait transduit A certaines bac- 
téries l’antigéne de S. schwarzengrund, celles-ci auraient migré 
dans le milieu en se multipliant. Or, deux expériences de ce type 


ont donné des résultats négatifs, la culture de la souche B 15/60 
étant immobilisée. 
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DISCUSSION 


Des phénoménes identiques 4 ceux qui ont été décrits sous le 
nom de conversion ont été observés pour certains sérotypes du 
groupe B du schéma de Kauffmann-White, S. bredeney et S. 
schwarzengrund. Ces sérotypes possédent normalement Jl anti- 
gene somatique 27 et sont lysogénes, mais certaines souches, dés 
leur isolement de l’organisme humain, sont dépourvues de l’anti- 
géne 27. En traitant ces souches 27 — par le filtrat de certaines 
souches 27 +, filtrat qui contient le phage, on leur fait acquérir 
Pantigéne 27 et en méme temps la lysogénie. De plus, le phage 
qu’elles sont devenues capables de produire peut a son tour 
conférer les deux caractéres 4 d’autres souches 27 —. 

Il ne semble pas s’agir d’une sélection, par le phage, de mutants 
« réverses » 27 + dans une population bactérienne en grande 
majorité 27—. Nous n’avons en effet jamais trouvé de colo- 
nies 27 + spontanément apparues dans nos souches 27 —. 

Nos observations sont du méme type que celles que nous avons 
rapportées dans la premiére partie de ce travail et qui avaient 
trait a la toxinogenése des bacilles diphtériques, aux anti- 
génes 1,15,34 et 20 des Salmonella et aux antigénes 4 des Shigella. 

Elles se rapprochent toutefois davantage des travaux sur l’anti- 
géne 1 des groupes A, B, D des Salmonella, et sur l’antigéne 34 
du groupe E, que de ceux relatifs 4 lantigéne 15. Nous avons 
observé l’addition, sous l’action du phage, d’un antigéne soma- 
tique que possédent beaucoup de souches appartenant aux séro- 
types avec lesquels nous avons travaillé. Au contraire, quand on 
fait agir le phage epsilon 15 sur les souches du groupe E,, on 
améne la substitution de l’antigéne 15 a l’antigéne 10. 

Mais, alors que, d’aprés les auteurs japonais, il s’agirait d’un 
phénoméne général pour le groupe E des Salmonella, le probléme 
semble plus complexe pour les souches qui subissent la conver- 
sion 27 ——> 27 +. Si nous avons pu mettre le phénoméne en 
évidence de facon réguliére avec les souches que nous avons citées, 
avec d’autres souches nous n’avons pas réussi. Des recherches 
en cours nous permettront peut-étre d’en connaitre la raison. 


RESUME 


Certaines souches de S. schwarzengrund 27 + sont lysogénes 
et le phage qu’elles libérent est capable de faire apparaitre cet 
antigéne dans des cultures de S. schwarzengrund et de S. bredeney 
qui en sont démunies. Ces cultures deviennent 4 leur tour lyso- 
génes et le phage qu’elles ont acquis la propriété d’élaborer est 
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capable, comme le phage des souches d’emblée lysogénes, de 
transformer des cultures 27 — en 27 +. 

Il est ainsi possible de préparer un anti-sérum spécifique de 
l’antigéne 27 au moyen d’une souche rendue 27 +, en le saturant 
par la souche originelle 27 —. 

Le phage convertisseur semble dépourvu de la propriété de 
transduire les caractéres de résistance a la streptomycine, de fer- 
mentation du dulcitol et de la spécificité de l’antigéne flagellaire. 
Les phénoménes observés sont du méme ordre que ceux qui ont 
été désignés sous le nom de conversion. 


SUMMARY 


CONVERSION OF CULTURES OF Salmonella schwarzengrund 


and S. bredeney, DEPRIVED OF ANTIGEN 27, INTO 27 POSITIVE CULTURES 
BY LYSOGENIZATION. 


Certain strains of S. schwarzengrund 27 + are lysogenic and 
the phage released by them is able to induce the appearance of 
this antigen in cultures of S. schwarzengrund and S. bredeney 
which do not possess it. These cultures become lysogenic in their 
turn and the phage they then become able to elaborate can trans- 
form 27 — cultures into 27 + cultures, like the phage of spon- 
taneous lysogenic strains. 

It is possible to prepare a specific immune serum against anti- 
gen 27 by means of a strain made 27 + by means of saturation 
with the original 27 — strain. 

The phage which produces the conversion does not seem to be 
able to transduce the following properties : streptomycin-resis- 
tance, fermentation of dulcitol, specificity of the flagellar antigen. 
The described phenomena are similar to those which’ have been 
designated under the name of conversion. 
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RECHERCHES 
SUR L’INDIVIDUALISATION SEROLOGIQUE 


DES STAPHYLOCOQUES 
MISE EN EVIDENCE DE DEUX NOUVEAUX AGGLUTINOGENES SPECIFIQUES 


par J. PILLET, B. ORTA et M. PERRIER (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Nous avons, a la suite d’un travail [3] qui avait pour objet l’ana- 
lyse de 559 souches de staphylocoques pathogénes d'origine géo- 
graphique variée, repris pour des raisons diverses l'étude détaillée 
de quelques-unes de ces souches. Nous avons ainsi constaté que 
des sérums préparés a l’aide de certaines de ces souches présen- 
taient des propriétés particuliéres, vraisemblablement en rapport 
avec l’existence a leur surface d’agglutinogénes spécifiques diffé- 
rents des treize précédemment décrits. C’est la mise en évidence 
et étude de deux de ces agglutinogénes qui feront l’objet de 
cette note. 


MATERIEL ET TECHNIQUES 


MaTéErRiEL. — Souches. a) Souches n° 60-190 et n° 60-379 (numéros 
de la collection du laboratoire). Ces souches, isolées toutes deux de 
coprocultures fermentent le mannitol, sont coagulase positives, pro- 
duisent des traces d’hémolysine g et n’élaborent pas d’hémolysine 6. 


b) Souches: type! l, Will 4, 5,6, 74 6,00, a1. 13, 


Sérums. Pour chacune des souches 60-190 et 60-379 six sérums obtenus 
en employant trois préparations de vaccin ont été utilisés. Nous avons 
en outre employé les treize sérums agglutinants préparés a l’aide des 
souches types. 


Trcunigurs. — Les techniques de préparation des sérums, d’absorp- 
tion et d’agglutination sur la lame, ont été décrites antérieure- 
ment [4, 2]. Les propriétés des sérums absorbés correspondant aux 
treize souches types sont celles rapportées dans une note précé- 
dente [3] ; le détail des absorptions pratiquées sur les sérums 60-190 
et 60-379 sera donné dans la suite de la note. 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 1° juin 1961. 
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RESULTATS. 


Etude de la souche n° 60-190. 


La souche 60-190 éprouvée avec chacun des treize sérums types 
convenablement absorbés n’a réagi avec aucun d’eux. Les six 
sérums préparés a l’aide de cette souche ont été alors absorbés 
systématiquement par un poids égal de germes secs de chacune 
des treize souches types. Les sérums obtenus, éprouvés avec les 
émulsions des treize souches types et de la souche 60-190, réagis- 
saient trés fortement avec cette derniére et, en régle générale, ne 
donnaient plus aucune réaction avec lune quelconque des autres 
souches. Dans certains cas cependant, en raison du faible pou- 
voir absorbant de quelques-unes des souches utilisées, le sérum 
absorbé obtenu présentait, 4 coté d’une agglutination massive avec 
la souche 60-190, quelques réactions discrétes avec certaines des 
autres souches. Dans ces cas, une nouvelle absorption pratiquée 
en utilisant un poids supérieur de germes secs nous a toujours 
permis d’obtenir facilement, sauf dans le cas de l’absorption 
par les germes II, des sérums n’agglutinant plus qu’avec la 
souche 60-190. Le résultat obtenu avec la souche II ne doit pas 
surprendre car de nombreux essais d’absorption effectués sur la 
plupart des sérums types nous ont montré que cette souche 
n’absorbait que trés faiblement les agglutinines hétérologues de 
ces sérums. 

Mis a part ce cas particulier, il nous a donc été possible d’obtenir, 
aprés absorption par l’une quelconque des souches types, un 
sérum 60-190 n’agglutinant plus que la souche homologue. Comme 
inversement, ainsi qu’il a été indiqué plus haut, cette souche n’est 
agglutinable par aucun des treize sérums spécifiques, il semble 
en conséquence possible de conclure a l’existence 4 la surface de 
la souche 60-190 d’un agglutinogéne différent des treize précé- 
demment décrits. 


Remarque. — Cet agglutinogéne semble exister assez fréquem- 
ment a la surface des staphylocoques pathogénes isolés en France. 
En effet, dans une étude précédente [3], nous avons constaté qu’un 
nombre important de souches, et plus particuliérement celles du 
type 9-12 (III, 5, 6, 8, 10, 11, 18), réagissaient fréquemment avec 
le sérum 60-190 absorbé et que, surtout, 28 des 559 souches 
éprouvées ne réagissaient qu’avec ce sérum a l’exclusion de tout 
autre. Ces 28 souches se répartissaient d’une facon homogéne 
dans les diverses régions étudiées. Nous en avons en effet trouvé 
4 dans la région parisienne, 10 dans la région du Nord, 7 dans 
la région du Centre et 7 dans la région du Sud. 
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Etude de la souche n° 60-379. 


Au cours d’un typage systématique, la souche 60-379 a eté 
trouvée réagissant faiblement avec le sérum 7; afin de l’étudier 
d’une fagon plus approfondie, six lapins ont été vaccinés a l’aide 
de trois préparations successives de corps microbiens provenant 
de cette souche. L’absorption systématique par les treize souches 
types des sérums ainsi obtenus nous a permis de constater que, 
mises a part les absorptions par les germes II et 7, on obtenait 
dans tous les cas des sérums n’agglutinant plus que les souches 7 
et 60-379. Dans le cas de l’absorption par la souche II le sérum 
obtenu agglutinait encore presque toutes les souches types, ceci 
en raison du trés faible pouvoir absorbant de la souche II vis-a-vis 
des agglutinines hétérologues (Cf. plus haut). Par contre, l’absorp- 
tion par les germes 7 nous a permis d’obtenir un sérum spéci- 
fique n’agglutinant plus que la souche 60-379. Ce dernier résultat 
pouvait sinterpréter de deux facons différentes : on pouvait en 
effet, soit considérer la souche 60-379 comme une souche du type 7 
notablement plus agglutinable que la souche type, soit admettre 
Vexistence 4 la surface de la souche 60-379 d’un agglutinogéne 
spécifique différent de l’agglutinogéne 7. L’absorption systéma- 
tique des sérums 7 dont nous disposions nous a permis de choisir 
entre ces deux interprétations. En effet, si l’absorption de ces 
sérums par l’une quelconque des préparations de germes secs 
des différentes souches types (sauf de la souche II) nous a donné 
des sérums agglutinant encore les souches 7 et 60-379, leur absorp- 
tion par la souche 60-379 nous a permis d’obtenir des sérums 
encore actifs sur la souche 7 mais ne réagissant pltis avec la 
souche 60-3879. 

Les résultats précédents montrent qu’il est possible d’obtenir 
un sérum 7 et un sérum 60-379 spécifiques, ce qui implique l’exis- 
tence d’un agglutinogéne 60-379 différent des treize précédemment 
décrits, et en particulier de l’agglutinogéne 7. 

On notera cependant que, mises a part l’absorption des sérums 7 
par les germes 60-379 et celle des sérums 60-379 par les germes 7, 
Vabsorption des sérums 7 et 60-379 par une quelconque des 
souches types donne des résultats qualitativement identiques. On 
obtient en effet, quel que soit le sérum utilisé, des sérums absorbés 
agglutinant encore les deux souches 7 et 60-379. L’individualité 
des agglutinogénes 7 et 60-379 ayant été démontrée, ces résultats 
ne peuvent s’expliquer qu’en admettant que lune de ces deux 
souches au moins présente a sa surface les deux agglutinogénes 7 
et 60-379. 
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En ce qui concerne les rapports sérologiques éventuels existant 
entre les souches 60-190 et 60-379, les faits suivants ont été notés : 


a) Les sérums 60-190 spécifiques obtenus aprés absorption par 
une quelconque des souches types n’agglutinent pas la souche 
60-379. L’absorption des sérums 60-190 par la souche 60-379 ne 
présente pas de caractére particulier et donne un sérum 60-190 
n’agissant pas sur la souche 60-379. 


b) Les sérums 60-379 spécifiques obtenus aprés absorption par 
la souche 7 sont sans action sur la souche 60-190. 


L’absorption des sérums 60-379 par la souche 60-190 ne pré- 
sente pas de caractére particulier et permet d’obtenir, comme dans 
le cas général, des sérums agglutinant encore les souches 7 et 
60-379. De tels sérums, quelle que soit la souche absorbante uti- 
lisée, sont sans action sur la souche 60-190. 


Ces différents résultats montrent qu’il ne semble y avoir aucun 
rapport sérologique particulier entre lagglutinogéne 60-190 d’une 
part et les agglutinogénes 7 et 60-379 d’autre part. 


Remarque. — L’existence de l’agglutinogéne 60-379 a la surface 
des staphylocoques pathogénes isolés en France parait exception- 
nelle, puisque sur 559 souches étudiées nous n’avons pas ren- 
contré d’autre souche présentant cet agglutinogéne. 


CONCLUSIONS. 


Au cours de recherches précédentes nous avons étudié en détail 
les treize souches types précédemment décrites et avons confirmé 
qu’il existait a la surface de chacune d’entre elles au moins un 
agglutinogéne spécifique. Bien que certaines de ces souches sem- 
blent posséder plusieurs agglutinogénes spécifiques et qu’il soit 
souhaitable d’isoler des staphylocoques appartenant aux mémes 
types mais possédant une composition antigénique plus simple, 
nous pensons que ces souches doivent, du fait de leur mise en 
évidence au cours des premiéres recherches relatives a cette ques- 
tion, servir de référence lors des travaux concernant l’individua- 
lisation sérologique des staphylocoques. 


C’est en tout cas le point de vue que nous avons adopté et, plus 
particuliérement dans ce travail, nous nous sommes constamment 
référés aux treize souches types et aux sérums préparés 4 l'aide 
de ces souches. C’est pourquoi il nous semble naturel de proposer 
pour les deux nouveaux agglutinogénes mis en évidence les n®* 14 
et 15, les souches types correspondantes étant respectivement les 
souches n° 60-190 et n° 60-379. 
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RESUME. 


L’étude sérologique détaillée de deux souches de staphylocoques 
pathogénes n° 60-190 et 60-379 sélectionnées au cours de recherches 
antérieures nous a permis de mettre en évidence les faits suivants : 


1° La souche 60-190 n’est agglutinable par aucun des treize 
sérums types absorbés. 


Injectée a l’animal, elle permet d’obtenir des sérums qui, aprés 
absorption par des préparations de germes secs de l'une quel- 
conque des treize souches types (sauf la souche II), agglutinent 
exclusivement la souche 60-190. 


Ces résultats permettent de conclure a4 l’existence d’un agglu- 
tinogéne spécifique différent des treize premiers précédemment 
décrits. 


2° La souche 60-379 est faiblement agglutinable par le seul 
sérum absorbé spécifique 7. 


Injectée a l’animal elle permet d’obtenir des sérums qui, aprés 
absorption par l’une quelconque des treize souches types (sauf 
II et 7), agglutinent encore les souches 7 et 60-379. Comme dans 
le cas précédent, l’impossibilité d’obtenir une absorption satis- 
faisante avec la couche II est due au trés faible pouvoir absorbant 
de cette souche. 


L’absorption des sérums 60-3879 par les germes 7 permet par 
contre d’obtenir facilement des sérums n’agglutinant plus que la 
souche homologue. 


Comme, inversement, il a été possible d’obtenirsdes sérums 
absorbés spécifiques 7 n’agglutinant pas la souche 60-879, on peut 
conclure a l’existence a la surface de la souche 60-379 d’un agglu- 
tinogéne spécifique différent des treize premiers et en particulier 
de l’agglutinogéne 7. 


Les résultats obtenus au cours de l’absorption systématique 
des sérums 7 et 60-379 obligent toutefois a admettre que l'une 
au moins des deux souches 7 et 60-379 présente A sa surface les 
deux agglutinogénes 7 et 60-379. 


3° Aucune relation sérologique particuliére n’a, d’autre part, 
été constatée entre les souches 60-190 et 60-379. 


Les deux agglutinogénes ainsi mis en évidence ayant été définis 
en se référant aux treize premiers antérieurement décrits, il est 
proposé de leur donner les numéros 14 (souche type n° 60-190) 
et 15 (souche type n° 60-379). 
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SUMMARY 


STUDIES ON SEROLOGICAL CHARACTERIZATION OF STAPHYLOCOCCI. 


Careful serological study of two strains of pathogenic Staphy- 
lococci (n° 60-190 and 60-379), selected during previous studies, 
reveals the following facts : 


1. Strain 60-190 is not agglutinated by any of the thirteen absor- 
bed type sera. 

Sera of animals injected with this strain, after absorption with 
dry germs of any of the thirteen type strains (except strain II), 
agglutinate only strain 60-190. 

These findings evidence the existence of a specific aggluti- 
nogen, which differs from the thirteen previously described. 


2. Strain 60-379 is weakly agglutinable only by absorbed spe- 
cific serum n° 7. 

Sera of animals injected with strain 60-379, after absorption with 
any of the thirteen type strains (except II and 7), still agglutinate 
strains 7 and 60-379. As in the preceding case, the impossibility 
to obtain a satisfactory absorption with strain II is due to the 
very low absorbing capacity of this strain. 

The absorption of sera 60-379 by the germs of strains 7 easily 
yields sera which agglutinate only the homologous strain. Conver- 
sely, it is possible to obtain absorbed sera n® 7 which do not 
agglutinate strain 60-379. These facts suggest the existence, on the 
surface of strain 60-379, of a specific agglutinogen which differs 
from the thirteen other ones, and especially from agglutinogen 7. 

However, the results obtained by systematic absorption of 7 
and 60-379 sera show that one at least of the strains 7 and 60-379 
possesses on its surface both 7 and 60-379 agglutinogens. 


3. On the other hand, no serological relationship could be 
demonstrated between strains 60-190 and 60-379. 

The two agglutinogens so demonstrated being characterized 
according to the thirteen ones previously described, the authors 
propose to give them the numbers 14 (type strain n° 60-190) 
and 15 (type strain n° 60-379). 
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ETUDE DES PROTEINES SERIQUES AU COURS 
DE LA TRYPANOSOMIASE HUMAINE AFRICAINE 


par J. NICOLI, J. BERGOT et J. DEMARCHI (*). 


(Institut Pasteur de Brazzaville) 


La maladie du sommeil entraine chez les sujets infestés, des 
modifications de l’équilibre des protéines sériques, objectivées 
particuliérement par l’électrophorése [3, 6, 8, 42, 418, 25}. Une 
telle perturbation a été retrouvée chez les animaux de laboratoire 
infestés expérimentalement [40, 23, 24, 28]. Elle parait expliquer 
un certain nombre de modifications humorales, dont certaines 
sont depuis longtemps connues : augmentation de la vitesse de 
sédimentation, gélification du sérum par le formol (réaction de 
Gaté), ou par le froid (cryoglobulinémie), modification de la 
courbe de précipitation des protéines en fonction du pH (fiches 
réticulo-endothéliales de Sandor). 


% 

Toutefois, entre ces différents examens, existent souvent des 
discordances qui s’accusent en particulier lors de 1’évolution 
spontanée ou thérapeutique. Un tel fait suggére que le support 
réel de la modification pathologique n’a été mis en évidence que 
de facon partielle. I] est par ailleurs connu que la définition d’une 
protéine en tant qu’espéce chimique exige l’appel a des critéres 
multiples. 


L’étude qui suit a été entreprise dans un tel but : électropho- 
rése en gel d’amidon et immunoélectrophorése ont été utilisées 
a cdoté des méthodes déja classiques dans le domaine de la trypa- 
nosomiase. Des suggestions utiles ont pu ainsi étre émises sur 
le déroulement des phénoménes pathologiques au cours de |’ évo- 


lution de la maladie, et sur le fondement méme des troubles mis 
en évidence. 


(*) Manuscrit recu le 5 mai 1961. 
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MATERIEL ET TECHNIQUE 


MATERIEL, 


a) Sujets trypanosomés (tous africains), trypanosomiase 4 T. gam- 
biense. 

65 suivis depuis le dépistage (16 dépistés en phase lymphatico-san- 
guine, 49 en phase méningoencéphalitique) ; 4 suspects cliniques, 
9 d’évolution prolongée présentant périodiquement des rechutes cli- 
niques et parasitologiques ; 

Un groupe témoin de 53 anciens trypanosomés guéris. 


b) Sujets témoins : 
Une premiére série de 75 sujets groupant 17 tuberculeux, 58 affections 
diverses (dont 2 maladies de Kahler). 


Une deuxiéme série de sujets normaux : 10 sujets européens ont été 
choisis en référence pour les techniques d’immunoélectrophorése et 
d’électrophorése en gel d’amidon. Cette derniére technique a été 
éprouvée par ailleurs sur 259 sujets africains tout venant. Les constantes 
classiques (protidémie, fractions électrophorétiques des _ protéines 
sériques) ont été tirées d’un travail antérieur portant sur 3 210 sujets 
adultes et 412 enfants de la région de Brazzaville. 


TECHNIQUES. 


Pour chaque prélévement on pratique : 

1° Vitesse de sédimentation (Westergreen). 

2° Réaction de Gateé. 

3° Détermination de la protéinémie totale par la méthode réfracto- 
métrique, recoupée réguli¢rement par la méthode du biuret (Gornall) 
ou la méthode & 1’azote total. 

4° Fiche réticuloendothéliale (méthode de Sandor modifiée par 
Vargues [27]). 

5° Electrophorése en gel d’amidon, selon la technique de Moretti [16] 
(gels préparés a l’aide du tampon Tris citrate, selon Poulik [20]. La 
détermination des groupes d’haptoglobine s’effectue suivant les indica- 
tions de Fine [7] aprés addition excédentaire d’hémoglobine. Electro- 
phorése de quatre heures sous 160 volts aux bornes de l’amidon et 
15 mA par cuves & deux pistes. 

6° Immunoélectrophorése selon une technique dérivée de la méthode 
originale de Grabar [41] : microméthode sur lame porte objet 27 x 77 ; 
gel d’agar 4 2 p. 100 en tampon Tris ; tampon bac acide borique- 
soude ajusté 4 pH 8,2. Electrophorése de soixante-quinze minutes sous 
120 volts aux bornes du gel. Antisérum: sérum équin antisérum 

; humain de l'Institut Pasteur (Sérum du lot 513 dans la plus grande 

partie des travaux, puis du lot 13412 dont les données sont recoupées 
par le sérum n° 1299). 
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RESULTATS 


J. — LA MALADIE NATURELLE. 


Dans la trypanosomiase 4 T. gambiense, les données cliniques 
et des examens de laboratoire simples, corroborés par des concep- 
tions thérapeutiques partiellement différentes, permettent de dis- 
tinguer deux phases évolutives, bien que les travaux des neuro- 
logistes des écoles belge et francaise [15, 49] attestent la précocité 
des troubles méningoencéphalitiques et l’existence d’une continuité 
pathologique. 

L’étude du statut de ces sujets avant toute atteinte thérapeutique 
permet ainsi de définir l’évolution spontanée de la maladie. 


1° Les poNNEES CLAssiguEs. — Les données numériques concer- 
nant les protéines sériques de |’Africain normal de la région de 
Brazzaville sont rappelées dans le tableau I. Elles sont proches 


Tasteau I. — Protéines sériques de l’Africain normal de la région 
de Brazzaville. 
ia a i 
emesurtan| Z 
| wey 5 
Be 5 GLOBULINE 
o .) a 
ide aa 
Ay 
| | | 
Adultes .. 74544655, 32,8 be apthoehy id 6,6 | RE 4. 19 
| (44,2 %) | (6 %) (8,9 %) | (15,3,%) | (25,6 %) 
Enfants ..|75,6+7,2) 35,2 | 3,8 | 5,5 DA | BEF 
(46,6 %)| (5 %) | (753 %) (11,4 %) | (2957 %) 


Les résultats sont exprimés en grammes p. 1000. Entre parenthéses, est indiqué 
le pourcentage correspondant des différentes fractions protéiques en électrophorése 
sur papier. 


des données des auteurs dans d’autres régions d’Afrique Noire [2, 
6, 26). : 


Les données concernant les trypanosomés sont rassemblées dans 
les lignes 1 et 2 du tableau II et dans la figure 1. En accord avec 
les données de la littérature et par rapport aux deux groupes 
témoins d’Africains normaux et d’anciens trypanosomés guéris, 
on peut ainsi observer 


a) Une augmentation de la protéinémie totale (des protéiné- 
mies faibles peuvent cependant s’observer dans des méningoencé- 
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phalites, A la phase terminale de la maladie (2 cas) a la suite 
probable de phénoménes secondaires (malnutrition). 


b) Une augmentation de la vitesse de sédimentation, plus mar- 
quée en premiére période. La multiplicité des facteurs plasmati- 
ques que l’on sait étre responsables de la variation de cette gran- 
deur, explique, en particulier, la forte dispersion des valeurs 
trouvées. La réaction de Gaté est, par ailleurs, positive dans 
44 p. 100 des cas, plus souvent en période lymphatico-sanguine 
(64 p. 100) qu’en période méningoencéphalitique (37 p. 100) ainsi 
qu’il est déja classique (Le Dentu et Vaucel [44)). 


c) Des variations marquées des différentes fractions protéiques 
définies par électrophorése sur papier : 

o) albumine diminuée relativement, non modifiée en valeur 
absolue (d’autres auteurs [6, 42] ont noté une diminution absolue 
et relative). 


B) a-globulines non modifiées. 
y) B-globulines diminuées en valeur absolue et relative. 


5) La variation la plus importante porte sur le groupe des 
y-globulines, qui sont trés augmentées que ce soit en valeur 
absolue ou relative. Une variation de méme sens, quoique d’ampli- 
tude plus faible, a déja été indiquée par les auteurs antérieurs 
(Evens et Charles {6]) particuliérement dans le cas de trypanoso- 
miase a T. rhodesiense (Jenkins et Robertson [42)). 


L’augmentation des y-globulines est plus marquée au stade 
lymphatico-sanguin. L’application de la loi de Student Fisher 
donne pour 
d $ 


oO 


t= 


une valeur de 2,08, et, bien que les échantillons soient petits et 
que de ce fait leur normalité ne soit pas assurée, il parait objectif 
de tenir pour significative cette différence, qui s’accusera encore 
chez les malades présentant des rechutes et s’inscrit ainsi dans 
une ligne évolutive de la maladie. 


L’aspect des fiches réticuloendothéliales est modifié parallé- 
lement [fig. 1] (Demarchi et coll. {8)). 


d) La variance élevée des grandeurs, chez les sujets en état 
de méningoencéphalite, particuliérement au niveau des y-globu- 
lines. Cette augmentation de la variance (ou de l’écart type qui 
en dérive directement) et l’intervalle de variation des fiches réti- 
culoendothéhales témoignent de l’absence d’homogénéité de ce 
groupe. 
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STADE LYMPHATICO SANGUIN STADE MENINGO-ENCEPHALITIQUE RECHUTES 
D.O, 0.0. 0.0. 
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Fic. 1. — Fiches réticuloendothéliales de trypanosomés. En pointillé, la courbe de 
PAfricain normal. Les traits pleins indiquent les courbes limiies entre lesquelles se 
situent les courbes des sujets étudiés. 


2° DoNNEES DE L’ELECTROPHORESE EN GEL D’amIpon. — L’appré- 
ciation qualitative des fractions séparées par cette technique n’a 
permis de noter aucune différence par rapport au groupe de 
sujets témoins, en ce qui concerne préalbumines, albumine, o-glo- 
bulines rapides et lentes et f-globulines. I] n’a pas été observé 
de y-globulines anormales de type myélomateux. La fréquence 
des groupes sériques définis par les différents types d’hapto- 
globine et de transferrine est établie dans le tableau HI pour 
105 sujets trypanomosés et 259 témoins de la région de Brazza- 
ville. 


Tasreau Ill. — Fréquence des différents groupes sériques chez les 
trypanosomés. 


| | 7 , = GROUPE 
| J N 
GROUPES D HAPTOGLOBINE DE TRANSFE SE 


Présence d’une 


lets hal set Fs Me double ~-globuline 

| 
Trypanosomés(n=105)) 40,0 | 46,6 | 46,6 | 10,5 8,6 
Témoins (n=259) ....| 47,1 | 47,1 | 40,1 957 6 
3° DoNNEES DE L’IMMUNOELECTROPHORESE. — Les 16 cas de la 


période lymphatico-sanguine réalisent un tableau uniforme et 
caractéristique (pl., fig. 1). 

Aucune réaction n’est notée au niveau du groupe de l’albumine, 
des a, et a, globulines. 


602 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les B, globulines sont parfois modifi¢es, mais ces changements 
sont faibles, inconstants et surtout non systématisés. Le plus 
fréquent parait étre une variation quantitative de la p, A globuline 
(identifiée sur sa possibilité de séparation en deux fractions de 
mobilité différente selon les conditions Muller-Eberhard et coll. 
[17]) ; mais le sens méme de cette variation parait déterminé par 
des facteurs individuels. 


Les changements caractéristiques se situent au niveau des B, 
globulines : il apparait de facon constante au voisinage de la 
zone de migration une ligne de précipité intense du réservoir de 
départ qu’elle entoure a la zone de mobilité Bp, et présentant 
selon les cas une ébauche de double courbure ou un aspect recti- 


ligne. Cette protéine est identifiée 4 la B, macroglobuline a l'aide : 


a) D’un sérum anti-6, macroglobuline, obtenu par saturation 
de l’'immunsérum 513 par les fractions d’un sérum normal. 


b) D’un sérum 1 299 saturé en y et Bp, M, que nous devons a 
Vobligeance du D* Burtin. 


Parallélement, la ligne de p, A globuline disparait ou diminue 
(lot 513), mais ces variations doivent étre en fait (sérum 1 299) 
considérées comme faibles. 

La y-globuline est toujours augmentée. 

Le plus souvent un tableau strictement superposable est observé 
en phase méningoencéphalitique. Dans les autres cas, des modi- 
fications de nature analogue sont notées, mais leur intensité est 
diminuée : dans un des 49 cas étudiés, la ligne de p, M, quoique 
présente, donc témoignant d’une augmentation de plus de trois 
fois le taux normal de la protéine, dans les conditions utilisées, 
est réduite 4 une ligne fine par rapport au tableau décrit ci- 
dessus. Des lignes d’intensités intermédiaires sont observées dans 
quelques autres cas. Il apparait, la encore, que la phase méningo- 
encéphalitique est beaucoup moins homogéne que la phase lym- 
phatico-sanguine. 

‘La réponse de l’organisme infesté par Trypanosoma gambiense 
parait donc essentiellement se traduire par une augmentation 
paralléle du taux des y-globulines et des p, macroglobulines. 

Ces modifications analysées dans ce travail par la seule immu- 
noélectrophorése sont appréciées globalement lors de l’électro- 
phorése sur papier : du fait du ralentissement imposé a la B, M 
par la nature du support, les courbes gaussiennes exprimant la 
répartition des deux espéces protéiques ne peuvent étre séparées, 
le pic des y-globulines prenant l’aspect en dome déja décrit dans 
les macroglobulinémies. Elles expliquent les modalités rencon- 
trées lors des autres examens ; l’absence de migration des p, M 
en gel d’amidon explique Vaspect sensiblement normal observé 
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avec cette technique. L’analyse immunoélectrophorétique des pro- 
téines précipitées a pH alcalin et reprises en tampon véronal- 
véronal sodique a pH 8,6 (eu-y-globulines de Vargues) révéle 
qu’elles sont essentiellement constituées par un mélange de y et 8, M 
globulines et augmentation de ces deux fractions, particuliére- 
ment de la 6, M, parait directement responsable de l’aspect des 
fiches réticuloendothéliales dans la trypanosomiase. 


II. — L’acrion pu TRAITEMENT. 


1° Sous l’action d’une thérapeutique adéquate (lomidine ou 
arsobal en premiére période, arsobal ou tryparsamide en deu- 
xiéme période), le tableau décrit se modifie profondément selon 
un schéma constant : en méme temps, la protéinémie totale et 
le taux des y-globulines diminuent, la réaction de Gaté se néga- 
tive, la fiche réticuloendothéliale s’abaisse réguliérement, tandis 
qu’a l’immunoélectrophorése, la fp, M diminue et disparait, son 
taux devenant inférieur a la limite de sensibilité de la méthode. 

Ces modifications sont particulicrement rapides en période 
lymphatico-sanguine (15 cas) : les examens sont redevenus sensi- 
blement normaux un mois et demi aprés la fin du traitement dans 
un des cas, entre deux a trois mois en régle générale. Parfois 
(3 cas), aprés une premiére phase de diminution rapide, le taux 
des y-globulines se stabilise au-dessus du taux normal et une 
ligne faible de p, macroglobuline persiste a l’immunoélectro- 
phorése. 

La réponse des trypanosomés en deuxiéme période (80 cas) 
est plus variable : la réversion peut étre aussi rapide qu’en 
période lymphatico-sanguine en deux 4A trois mois (1/4 des cas). 
Le plus souvent, aprés une premiére diminution rapide, la pente 
du phénomeéne devient faible et un équilibre n’est atteint qu’aprés 
une période de huit mois 4 un an et demi; dans 1/3 des cas, il 
persiste une perturbation protéique fixée. La reversion est sché- 
matiquement d’autant plus rapide que les modifications originales 
étaient plus prononcées. 

2° L’étude d’un groupe témoin de 53 anciens trypanosomés guéris 
et dont l’équilibre protéique est stable, confirme les caractéres de 
cette réversion. Les données numériques en sont rassemblées dans 
la ligne 4 du tableau II. 

Protéinémie totale et taux des y-globulines restent fixés a4 un 
taux supérieur 4 la normale. L’image immunoélectrophorétique 
est la suivante : dans 10 p. 100 des cas, existe une élévation modé- 
rée de la 6, M globuline; dans 44 p. 100, le taux de cette 
protéine est a la limite de sensibilité du protocole utilisé ; dans 
les 46 p. 100 restants, il est inférieur, le trait des y est proche 
de la normale. 
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Ti “ies *Recuures. 


Il s’agit d’un groupe de neuf malades présentant apres un pre- 
mier épisode traité des modifications du liquide céphalorachidien 
(élévation du nombre des cellules et du taux de l’albuminorachie), 
plus ou moins influencées par les traitements successifs mais 
toujours de facon transitoire. Des trypanosomes ont été mis en 
évidence a plusieurs reprises dans le L.C.-R. de 7 cas dont 
lévolution a été suivie depuis cing a seize ans. Les deux derniers 
malades ont présenté des rechutes cliniques sans que l’agent étio- 
logique ait pu étre mis en évidence. 

Tous ces sujets présentent un tableau analogue quant a l’objet 
de cette étude : hyperprotéinémie et hyper-y-globulinémie, mais 
moindres que dans les premiéres atteintes de méningoencéphalite, 
avec dispersion des valeurs faibles (ligne 3 du tableau II) ; faible 
augmentation des protéines précipitant 4 pH alcalin; a l’immu- 
noélectrophorése, augmentation modérée de la y et de la 6, M 
globuline, B, A souvent présente. On observe chez un méme sujet 
des fluctuations d’un examen a l’autre : Ja ligne des B, macro- 
globulines, en particulier, se montre souvent (au moment des 
rechutes parasitologiques ou cliniques, ou immédiatement aprés 
le traitement trypanocide) plus accusée que dans la période d’amé- 
lioration consécutive a la thérapeutique, mais il ne peut étre énoncé 
de régle générale. 


IV. — Lr DEBUT DES TROUBLES PATHOLOGIQUES. 


La particuliére précocité de troubles liés aux modifications 
du taux des protéines sériques (Gaté, vitesse de sédimentation, 
fiche réticuloendothéliale) a déja été signalée au cours d’inocula- 
tions thérapeutiques : début du cinquiéme ou sixiéme jour, maxi- 
mum atteint en quinze jours en moyenne [9, 24). 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Immunoélectrophorése du sérum du trypanosomé n° 6039. Noter l’aug- 

mentation de la y-globuline et l’intense ligne de précipitation de la B, A globuline. 

L’absence de la ligne 8B, A globuline est vérifiée par l'utilisation d’un sérum 
saturé en +. 


Fic. 2. — Immunoélectrophorése du sérum d’un sujet inoculé avec T. gambiense 
dans un but thérapeutique. En haut: avant l’inoculation, révélé par un antisérum 
complet. En bas; dix jours aprés l’inoculation, révélé par un antisérum saturé en y: 
Fic. 3. — Immunoélectrophorése d'un sujet africain atteint de syndrome hépato- 
splénomégalique d’étiologie indéterminée. Noter en haut Vaugmentation de la 
y-globuline, la ligne de précipitation de la 8, M globuline, la persistance de la B, M 
globuline (seuls persistent les précipités d’une a, et d'une 8, globuline et la ligne 
de £, globuline). 
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La preuve définitive en est apportée par le protocole d’inocu- 
lation thérapeutique suivant : un sujet masculin atteint d’un réti- 
culosarcome ganglionnaire de la région inguinale avec métastase 
hépatique présentait une hyperprotéinémie totale (87 g p. 1 000) et 
une hyper-y-globulinémie (39 g p. 1 000); 4 l'exception de l’aug- 
mentation de la y-globuline, l'image immunoélectrophorétique 
vérifiée a deux reprises 4 huit jours d’intervalle est normale : la 
6. M, en particulier, est au-dessous de la limite de la sensibilité 
de la méthode. Une inoculation de T. gambiense isolé récemment 
sur cobaye (500 000 trypanosomes environ) est faite par vole intra- 
dermique, dans un but antalgique. Le trypanome d’inoculation 
se développe dans la semaine qui suit. Dix jours aprés Vinocula- 
tion, la premicre vérification révéle la présence de trypanosomes 
dans le sang périphérique, la protéinémie et la y-globulinémie 
sont restées au niveau antérieur, l'image immunoélectrophorétique 
est, par contre, profondément modifiée par l’existence d’une ligne 
de B, macroglobuline intense a double courbure (pl., fig. 2), dont 
Vapparition doit donc étre fixée dans les jours antérieurs. Une 
image semblable est retrouvée huit jours plus tard. Le malade 
meurt, malheureusement, dans les jours suivants de son affection 
primitive avant qu’une thérapeutique trypanocide ait été appliquée. 


Il parait important de retenir : 


1° La note particuliére apportée par la trypanosomiase chez 
un sujet déja hyper-y-globulinémique et qui est l’élévation du taux 
de la 6, macroglobuline. 


2° La précocité de cette modification. Ce dernier caractére n'est 
peut étre pas reproductible dans l’affection naturelle a partir de 
la glossine ot les données quantitatives du probléme sont cer- 
iainement différentes, mais il présente une importance théorique 
particuliére. 


DISCUSSION et CONCLUSIONS 


I, — LA DEFINITION DU TROUBLE PATHOLOGIQUE. 


Il consiste essentiellement en une augmentation de la Bp, macro- 
globuline associée 4 une augmentation de la y-globuline (définie 
au double point de vue de l’immunologie et de |’électrophorése). 
La constance du processus est assurée par le travail présenté ici. 

L’existence d’un composant protéique lourd dans le sérum des 
trypanosomés a d’ailleurs déja été signalée pour deux sérums en 
provenance de notre Institut et soumis a l’ultracentrifugation 
(Bergot et coll. [4}), ultérieurement chez un Européen pour lequel 
le diagnostic de maladie de Waldenstrém avait pu étre porté dans 
un premier temps et dont le hasard a permis de clore l’observa- 
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tion publiée {5, 44], et indépendamment par Cammack a Vultra- 
centrifugation sur un sérum en provenance du Nigeria (in 
Nash [418}). it 

Le deuxieme caractére du processus étudié est sa réversibilité 
totale ou quasi totale sous l’action de Ja thérapeutique spécifique, 
qui témoigne de son étroite détermination par l’agent pathogene 
lui-méme. 


II. — Son EVOLUTION AU COURS DE LA MALADIE. 


L’intensité de ce trouble est variable : son niveau moyen plus 
bas, sa dispersion plus élevée au cours des méningoencéphalites, 
phénoménes qui se trouvent a leur maximum au cours des rechutes 
successives, conduisent a admettre l’existence d’une évolution et 
d’une réversion spontanée paralléles a l’évolution de la maladie 
elle-méme. 

Le role de l’épuisement des capacités réactionnelles de l’orga- 
nisme infecté pourrait étre invoqué, mais les variations constatées 
au cours des rechutes et signalées plus haut s’expliquent mal 
dans le cadre d’un tel mécanisme. I] parait par suite logique 
d’admettre que la réversion spontanée est de nature identique a la 
réversion thérapeutique et qu’elle est due 4 une diminution de la 
sollicitation de |’organisme par l’agent pathogéne, que l’on invoque 
une localisation différente, une diminution du nombre de para- 
sites, ou des modifications de leurs propriétés physiologiques 
naturelles. Une telle hypothése ne peut malheureusement étre 
éprouvée directement, du fait de labsence de sensibilité de nos 
procédés d’investigation et des différences individuelles : il n’a 
pu étre mis ainsi en évidence ni des différences statistiquement 
significatives des données numériques, ni des variations probantes 
des tracés immunoélectrophorétiques entre les sujets en deuxiéme 
période présentant des trypanosomes dans leur systeme lympha- 
lico-sanguin et ceux n’en présentant plus que dans le liquide 
céphalo-rachidien. Elle fournirait cependant un élément impor- 
tant pour une tentative d’explication objective de l’évolution carac- 
téristique de la maladie du sommeil. 

Sur un plan pratique la constatation de cette réversion est donc 
sans valeur pronostique. 


III. — Sox snpivipuatité. 


1° L’étude de 69 sujets atteints d’affections médicales diverses 
présentant en électrophorése sur papier une hyper-y-globulinémie 
représente le premier élément de comparaison. 

-Malgré l’analogie de la réaction plasmocytaire et l’action des 
diamidines au cours des myélomes, il n’existe pas de dysglobu- 
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linémie de type myélomateux dans la trypanosomiase, ainsi qu’il 
a déja été indiqué : deux maladies de Kahler en ont apporté la 
confirmation directe. 

Quatorze cas de cirrhoses ou d’ictéres prolongés évoluant vers 
la cirrhose ont montré les modifications classiques, en particulier 
VPaspect dit «inflammatoire » de l’immunoélectrophorése. Une 
élévation de la £,-macroglobuline comparable en ordre de 
grandeur a ce qui est observé dans la trypanosomiase n’est 
notée que dans 5 cas seulement. Par ailleurs, la p, A-globuline 
est augmentée parallélement ou tout au moins toujours retrouvée. 
C’est une image analogue mais ou £, M et p, A-globulines sont 
toujours augmentées, qui est retrouvée dans 3 cas de syndrome 
hépatosplénomégalique d’étiologie indéterminée (pl., fig. 3) indi- 
vidualisée par ailleurs (Bergot et coll. [4)}). 

Les autres affections, néphrites, néphroses, néoplasies, poly- 
arthrites, ne montrent que des lésions sans relation avec l’objet 
de cette étude. 

Par rapport aux affections splénomégaliques ou cirrhogénes qui 
lui sont, dans notre expérience, seules comparables, la trypano- 
somiase s’individualise nettement par la constance et l’intensité 
du trouble des macroglobulines : elle se rapproche ainsi de la 
maladie de Waldenstré6m proprement dite. 


2° L’existence de perturbations analogues a été recherchée chez 
17 sujets africains atteints de tuberculose (dont 4 maux de Pott, 
1 tuberculose ganglionnaire, 12 tuberculoses pleuropulmonaires) 
ou la y-globulinémie est augmentée et oti l’intensité des processus 
inflammatoires est favorisée par la longueur de |’évolution. 

Malgré une hyperprotéinémie (89,5 + 7,6) et une hyper-y:globu- 
linémie (34,4 + 9,2) ne différant pas significativement de celle des 
trypanosomés. en deuxiéme période, l'image immunoélectropho- 
rétique n’est pas comparable, et ce n’est que dans 8 cas que l’on 
constate une élévation significative mais modérée de la B, M; la 
6, A est par ailleurs présente. Il est difficile dans de tels cas de 
dire sil s’agit d’une simple variation quantitative dans |’inten- 
sité du phénoméne, ou si le processus de sollicitation est différent 
de celui de la trypanosomiase, et plus simplement de séparer ce 
qui revient au processus tuberculeux ou a des phénoménes secon- 
daires ou intercurrents. 

Une étude est actuellement en cours en ce qui concerne la lépre. 


3° Un caractére primordial parait étre la constance de la lésion 
biochimique dans la trypanosomiase humaine africaine : il suggére 
que les systémes de synthése des globulines sont impressionnés 
directement et de maniére quasi spécifique. I] serait important, 
dans cette hypothése, de disposer de données analogues a celles 
de cette étude pour les autres trypanosomiases. 
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Les renseignements recueillis dans la littérature 4 cet égard sont 
peu nombreux. Ils suggérent la nécessité d’une étude plus géné- 
rale et plus poussée. 

L’électrophorése classique de sérums d’animaux infectés par 
Trypanosoma vivax présente deux composants lents soit dans la 
fraction y globulinique (bétail Ndama, zébu), soit dans les f, et 
les y-globulines [antilope] (Desowitz [4]). Les cas humains de 
leishmaniose présentent un tableau analogue a celui de la trypa- 
nosomiase et la présence de f,-macroglobuline a été signalée 
(Ranque et coll. [22)). 

Par ailleurs, sur un plan pratique, dans des conditions épidé- 
miologiques ou cliniques définies, l’existence d’un tableau bio- 
chimique tel qu’il a été décrit dans ce travail apporte au diagnostic 
de trypanosomiase un appoint certain. L’action thérapeutique est 
venue le confirmer, chez trois suspects cliniques, vus dans le cadre 
de cette étude. Il n’est cependant pas possible, étant donné la 
réversion spontanée et dans le cadre actuel de nos connaissances 
de rejeter le diagnostic chez les suspects cliniques sur la seule 
absence des modifications biochimiques habituelles. 


IV. — SA NATURE. 


Il est particuliérement intéressant de noter que y-globulines et 
B.-macroglobulines appartiennent au groupe des immunoglobu- 
lines et sont probablement hées par l’existence de facteurs anti- 
géniques communs (Korngold [43)). 


Différents caractéres méritent d’étre rappelés : 


1° L’intensité de la réaction qui ne semble pas explicable par la 
seule synthése d’anticorps spécifiquement dirigés contre les anti- 
génes trypanosomiens (Gall [8}). : 

2° La précocité d’apparition de la lésion hiochimique intense 
d’emblée, la rapidité de sa réversion, qui établissent son étroite 


dépendance vis-a-vis de la présence de l’agent pathogéne ou de 
ses produits. 


3° L’augmentation immédiatement concomitante de deux immuno- 
globulines distinctes. 


La nature du processus menant a la synthése des deux protéines 
dans le cadre de la trypanosomiase doit rendre compte de l’en- 
semble de ces caractéres. Une explication dans les limites étroi- 
tement définies d’une immunisation primaire ne semble étre ni 
suffisante, ni actuellement démontrée. Seule peut étre considérée 
comme établie la sollicitation immédiate des systémes formateurs 
de globulines par l’agent pathogéne ou l’un de ses produits. 

Cette sollicitation prendrait place dans un processus « inflam- 
matoire », au sens large du terme, désignant l’ensemble des réac- 
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tions de l’organisme a l’agent agresseur sans préjuger de leur 
mécanisme. Des travaux ultérieurs doivent pouvoir préciser ce 
point important. 

Quoi qu'il en soit, les troubles biochimiques causés par la trypa- 
nosomiase humaine africaine apparaissent déjA comme un modéle 
d’étude, probablement unique tant par leur intensité et leur cons- 
tance que par la lumiére qu’ils sont susceptibles d’apporter sur 
la maladie elle-méme, sur les capacités réactionnelles de l’orga- 
nisme et plus généralement sur les systemes de synthése des 
immunoglobulines. 

RESUME. 


Les auteurs, utilisant en particulier les données de l’immuno- 
électrophorése et de l’électrophorése en gel d’amidon, compleétent 
les données déja classiques et établissent |’ originalité, la constance 
et l’intensité de la perturbation protéique due a la trypanosomiase 
humaine africaine : elle associe essentiellement une augmentation 
de la £,-macro et de la y-globuline. Ces troubles sont essentiel- 
lement réversibles et leur implication théorique et pratique est 
envisagée. I] parait ainsi nécessaire d’admettre la nature inflam- 
matoire du processus, c’est-a-dire la sollicitation immédiate des 
systemes formateurs d’immunoglobulines par l’agent pathogéne 
ou l’un de ses produits. 


SUMMARY 


STUDIES ON SERUM PROTEINS IN THE COURSE OF AFRICAN HUMAN 
TRYPANOSOMIASIS. 


The study carried out by means of immuno-electrophoresis and 
starch-gel-electrophoresis, completes the conventional data and 
evidences the originality, consistency and intensity of the protein 
disturbance induced by African human trypanosomiasis, and cha- 
racterized by an increase of fB, macro- and y-globulins. It is 
reversible, and its theoretical and pratical implications are dis- 
cussed. 

We are apparently in presence of an inflammatory reaction 
immunoglobulin formation being stimulated by the pathogenic 
agent or by one of its products. 


ek 
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ACTION DES MICROORGANISMES DE LA RHIZOSPHERE 
SUR LA CROISSANCE DU BLE 


I. — REPARTITION DES GENRES ET DES GROUPES NUTRITIONNELS 


par J. RIVIERE (*) 
(avec la collaboration technique de B. BERTHIER) 


Unstitut National Agronomique, Laboratoire de Microbiologie) 


INTRODUCTION 


Dans une premiére partie (10, 11, 12] nous avons étudié l’effet 
rhizosphére du blé qui se manifeste par des modifications dans 
la microflore du sol au voisinage des racines. On peut se demander 
si les microorganismes de la rhizosphére ont une action sur la 
croissance de la plante. Pour comprendre les relations entre les 
racines et la microflore du sol, il semble important de connaitre 
les besoins nutritionnels des microorganismes de la rhizosphere 
isolés 4 partir d’un milieu non sélectif (Lochhead et Thexton [8}). 
En effet, vis-a-vis des substances nutritives, compétition ou asso- 
ciation varient suivant les facteurs du milieu (Nilsson [9]) et doivent 
jouer un grand roéle dans |’équilibre microbien du sol au voisinage 
des racines. De nombreux travaux ont été consacrés a cet aspect 
du probleme, mais, comme le montre une revue bibliographique 
récente (Starkey {18]), les auteurs ne sont pas d’accord. Pour 
Lochhead et ses collaborateurs [7, 44], il y a dans la rhizosphére 
de toutes les plantes étudiées, et par rapport au sol témoin, une 
augmentation du pourcentage des bactéries auxquelles des acides 
aminés sont nécessaires, et une diminution de celles qui ont besoin 
dautres facteurs de croissance. Certains {20, 24] ne trouvent pas 
ces différences, mais ils n’ont pas toujours employé les mémes 
milieux [8, 46, 20], ni les mémes conditions d’expérimentation. 
Il est intéressant aussi d’essayer de voir si certains genres sont 
plus fréquemment rencontrés dans Ja rhizosphére, car il y a peu 


(*) Manuscrit recu le 30 mai 1961. 
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de faits précis dans la bibliographic, sauf dans quelques publi- 
cations récentes [4, 15, 17, 49]. 

Ce travail a done pour but d’étudier la répartition des genres 
et des groupes nutritionnels des bactéries du sol témoin et de la 
rhizosphere du blé au moment du tallage, quand l’effet rhizosphére 
est le plus élevé (Riviére {410)}). 


MATERIEL ET METHODES 


1° IsoLEMENT DES SOUCHES. 


a) Ruizospuire. — Les racines du blé var. fylgia, cultivé dans 
des pots contenant une terre de jachére dont les caractéristiques 
chimiques, physiques et microbiologiques sont connues (Riviére 
{13]), jusqu’au stade du tallage, sont secouées pour les débarrasser 
de la terre qu’elles retiennent par adhérence, puis introduites dans 
une fiole d’Erlenmeyer contenant 100 ml de solution de Ringer, 
et agitées quinze minutes dans un Microid flask shaker. Ceci repré- 
sente une dilution de la rhizosphére que l’on calcule aprés avoir 
fait l’extrait sec 4 100° sur une partie aliquote. 


b) Sot TEmoin. — Dix grammes de terre prélevés dans un pot 
témoin aprés homogénéisation du contenu subissent le méme trai- 
tement. 

L’isolement des souches se fait en ensemencant des dilutions 
convenables des suspensions initiales 4 la surface de plaques de 
gélose a l’extrait de terre enrichi en phosphate bipotassique 
(0,02 p. 100) a raison de cing boites par dilution [43]. Aprés qua- 
torze jours d’incubation & 28°, toutes les colonies péssibles sont 
prélevées (plusieurs centaines par essai) et repiquées dans une 
gélose molle a extrait de terre additionné de 0,02 p. 100 de phos- 
phate bipotassique, de 0,01 p. 100 d’extrait de levure Difco, et 
de 0,3 p. 100 de gélose noble Difco. Chaque culture est purifiée 
sur une gélose inclinée a |’extrait de terre, puis éprouvée dans trois 
milieux de complexité croissante, permettant de répartir les bac- 
téries isolées en trois groupes nutritionnels. 


2° MILIEUX CARACTERISANT LES GROUPES NUTRITIONNELS. 


a) Mivieu MINERAL DE BASE (mILtEu B). — II contient : K,HPO, : 
l.gs NOK 30.5 23. Mgs0.. THO 0.2 6 2 CaCh 0.1 gs Natl 
Obes FeCl, : 0,01 g dans 11 d’eau distillée. Le pH est ajusté a 6,8. 
On y ajoute, aprés stérilisation 4 l’autoclave, 1 g de glucose stéri- 
lisé par filtration. 
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b) MixteEu CONTENANT DES ACIDES AMINES (mILiEu A.). — A un litre 
de milieu de base, on ajoute 4 g d’hydrolysat de caséine dépourvu 
de vitamines Difco. 


c) MILIEU CONTENANT DE L’EXTRAIT DE LEVURE ET DE L’EXTRAIT 
DE TERRE (MILIEU YS). — Dans 750 ml de milieu de base, on incor- 

-e 250 ml d’extrait de terre et 1 g d’extrait de levure Dif 
pore 250 ml d’extrait de terre et 1 g d’extrait de levure Difco. 


Ces milieux sont répartis 4 raison de 5 ml. Chaque souche 
purifiée est ensemencée dans les trois milieux, incubée cing jours 
a 28°. La croissance est mesurée par turbidimétrie. Dans les résul- 
tats, on ne tient compte que des croissances au moins égales a la 
moitié de la croissance maximale obtenue dans le milieu le plus 
complexe (YS). 


3° CARACTERISATION DES SOUCHES. 


La distinction des genres auxquels appartiennent les différentes 
souches est faite selon la méthode décrite par Sperber et 
Rovira {17}, basée sur l’observation des caractéres morphologiques, 
culturaux, et de quelques caractéres biochimiques. 


RESULTATS 


L’expérimentation a été réalisée deux fois, au début et a la fin 
du printemps. Du point de vue de la classification, les bactéries 
isolées ont été rangées dans quatre groupes : 

1° Les bactéries de forme arrondie, ou coques, appartenant 
toutes aux deux genres suivants : Sarcina, Micrococcus. 

2° Les batonnets Gram-négatifs qui, d’aprés la morphologie, la 
pigmentation des cultures et la glucidolyse, peuvent rentrer dans 
les différents genres : Alcaligenes, Erwinia, Achromobacter, Flavo- 
bacterium, Xanthomonas, Pseudomonas. 


3° Les bactéries sporulées qui sont toutes des Bacillus. 

4° Les formes ramifiées, classées selon leur morphologie, l’acido- 
résistance et l'utilisation du phénol en: Arthrobacter, Nocardia, 
Mycoplana, Mycobacterium, Streptomyces, Micromonospora. 

Quant aux besoins nutritionnels, on distingue trois groupes : 


1° Les bactéries ayant des besoins simples, nécessitant de l’azote 
minéral. Ce sont celles qui ont une bonne croissance dans le 
milieu B. 
2° Les bactéries nécessitant des acides aminés. Elles croissent 
bien dans le milieu A, ont une croissance nulle ou faible dans le 
milieu B. 
Annales de UInstitut Pasteur, 104, n° 4, 1961. 40 
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3° Les bactéries exigeant des facteurs de croissance apportes 
par l’extrait de levure et par l’extrait de terre. Elles ne se déve- 
loppent pas, ou trés peu, dans les milieux A et B, mais elles ont 
une bonne croissance dans le milieu YS. 


Les résultats sont résumés dans les tableaux I et II. 


DISCUSSION 


On sait peu de chose sur la présence d’espéces bactériennes 
typiques dans la rhizosphere, la plupart des auteurs décrivant les 
bactéries en termes vagues et imprécis, tels que batonnets Gram- 
négatifs, formes coccoides, batonnets chromogénes ou non. Ainsi, 
en dépit d’un grand nombre de travaux cités dans les revues biblio- 
eraphiques [2, 5, 48], rien n’avait été fait pour classer les 
diverses bactéries isolées dans leurs genres respectifs. Sperber et 
Rovira {47] ont eu le grand mérite d’identifier les genres des bac- 
téries provenant de la rhizosphére du tréfle (Trifolium subterra- 
neum L.) et du ray-grass (Lolium rigidum Gaud), en utilisant la 
méthode de Skerman publiée dans la 7*® édition du Bergey’s 
Manual {4}. Ils trouvent une proportion importante d’Arthrobacter 
dans les deux cas (63 p. 100 et 78 p. 100) ; malheureusement, ils 
n’ont pas fait la comparaison avec le sol témoin et ne peuvent 
en tirer des conclusions s’appliquant a l’effet rhizosphére. Des 
résultats résumés dans le tableau I, on peut admettre que les 
bactéries Gram-négatives, 4 morphologie simple, appartenant aux 
genres suivants : Alcaligenes, Erwinia, Achromobacter, Pseudo- 
monas, Xanthomonas, Flavobacterium prédominent dans la rhizo- 
sphére du blé et y sont relativement plus abondantes que dans le 
sol témoin. C’est l’inverse qui se passe dans le cas des bactéries 
sporulées (Bacillus). Il y a peu de bactéries a forme arrondie 
(Sarcina, Micrococcus) et leur pourcentage ne varie pas. Les formes 
ramifiées sont assez nombreuses (Arthrobacter, Nocardia, Myco- 
plana, Mycobacterium, Micromonospora, Streptomyces) et parais- 
sent un peu moins stimulées que la moyenne dans la rhizosphére. 

D’aprés le tableau II, on voit qu’il n’y a pas de différences signi- 
ficatives dans les pourcentages des divers groupes nutritionnels de 
bactéries dans la rhizosphére et dans le sol témoin. Cette répartition 
préte donc a discussion : pas de différences pour certains (Wallace 
et King [24]) ; pour d’autres, stimulation des bactéries nécessi- 
tant des acides aminés (Lochhead et Rouatt [7]), inhibition [7] ou 
stimulation (Tardieux et coll. {49]) des bactéries nécessitant des 
facteurs de croissance. Comment expliquer ces diverses conclu- 
sions ? Les auteurs n’emploient pas toujours le méme milieu d’iso- 
lement, bien qu’il s’agisse toujours d’une gélose a l’extrait de terre 
plus ou moins enrichie en substances nutritives. Ce facteur ne 
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doit pas jouer, car une expérimentation trés complete a été faite 
(Egdell et coll. (3]) pour comparer les différents milieux d’iso- 
lement utilisés dans les divers laboratoires : ainsi le sol employé 
pour la fabrication de l’extrait de terre importe peu a la condition 
d’avoir été bien cultivé et bien fumé, ce qui semble étre le cas 
général, Les conditions d’expérimentation ne sont pas toujours les 
mémes : cultures en plein champ (24], dans des pots [7], hydro- 
poniques [49]. Il est nécessaire de standardiser les méthodes, et la 
culture dans des pots, respectant les conditions écologiques, per- 
met d’éviter l’hétérogénéité du prélévement en plein champ. Cepen- 
dant, il est un facteur sur lequel l’attention n’est pas suffisamment 
attirée : la nécessité d’utiliser une terre de jachére sarclée, afin 
d’éviter les débris de végétaux plus ou moins métabolisés, les par- 
ticules d’engrais ou de fumier, autour desquels se développent 
des micro-colonies de bactéries zymogénes donnant des variations 
considérables dans les résultats obtenus et expliquant les diver- 
gences observées (Riviére {43)). 


RESUME 


Dans la rhizosphére du blé var. fylgia, la répartition des groupes 
nutritionnels ne présente pas de différence significative avec celle 
du sol témoin. Par contre, il y a une prédominance nette des bac- 
téries Gram-négatives appartenant aux genres suivants: Alcali- 
genes, Erwinia, Achromobacter, Pseudomonas, Xanthomonas, 
Flavobacterium, alors que le sol témoin contient une proportion 
importante de Bacillus. L’ auteur insiste sur la nécessité d’employer 
une terre de jachére nue et de faire des cultures en pots. 


SUMMARY 


ACTION OF THE MICROORGANISMS OF THE RHIZOSPHERE 
ON THE GROWTH OF WHEAT. 
J. DistRIBUTION OF GENERA AND NUTRITIONAL GROUPS. 


In the rhizosphere of wheat var. fylgia, the distribution of the 
nutritional groups is not significantly different from that of control 
soils, but the following Gram negative genera are markedly pre- 
dominant : Alcaligenes, Erwinia, Achromobacter, Pseudomonas, 
Xanthomonas, Flavobacterium, whereas the control soil contains 
a high percentage of Bacillus. The author points out the neces- 
sity of using soil of fallow land and to carry out pot cultures. 
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LA TECHNIQUE DES REPLIQUES 
ET L’‘OBSERVATION DIRECTE DES ELEMENTS FONGIQUES 
DE LA RHIZOSPHERE (*) 


par R. MOREAU (#*) et A. VAN EFFENTERRE (***). 


De nombreux travaux sont consacrés a ]’étude de la rhizosphére 
des plantes supérieures. On commence a posséder actuellement 
des renseignements trés importants sur ces équilibres plantes- 
microorganismes (Cf. par exemple, Boullard et Moreau [4]). Tou- 
tefois, les méthodes d’étude de ce micro-habitat sont encore loin 
d’étre totalement fixées et standardisées. 

A propos des micro-champignons, une revue d’ensemble de ces 
méthodes a été publiée récemment par Parkinson et Moreau [8]. 
On y remarque tout d’abord que la plupart des études qualitatives 
et quantitatives sur la rhizosphére ont été réalisées en utilisant 
la méthode des dilutions de terre. Cependant divers chercheurs, 
particuliérement de l’école anglo-saxonne, soutiennent que la 
méthode précédente implique pour la plante |’éloignement complet 
de son biotope ; dans cet ordre d’idées, on ne pourra donc espérer 
comprendre l’écologie des microorganismes de la rhizosphére et 
du sol qu’en perturbant le moins possible leur micro-population. 
De ce concept sont issues des méthodes qui cherchent a respecter 
au maximum lintégrité des microcénoses du sol. Ce sont en 
particulier les méthodes dites « d’examen direct ». On peut dis- 
cuter de leur valeur : toutefois, elles ont l’intérét de « visualiser » 
plus ou moins bien une microcénose dont la position « out of 
sight » en h rend souvent la représentation difficile. C’est dans cet 
esprit que nous avons cherché a appliquer la technique des 
répliques nitro-cellulosiques a l'étude des rhizosphéres, a la suite 
des recherches de l’un de nous sur leur utilisation pour l’obser- 
vation microscopique des surfaces métalliques (procédé Jacquet- 
Van Effenterre, maintenant classique en métallurgie), et sur 
l’extension de la méthode a la biologie (Van Effenterre [4)). 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1961. 
(**) Ecole Nationale de Médecine et de Pharmacie, 98, Grande-Rue, 


Besancon (Doubs). 
(***) Actuellement Centre d’Etudes Nucléaires de Saclay, Gif-sur- 


Yvette (Seine-et-Oise). 


620 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Notons que d’autres essais ont vu ou voient le jour dans le 
méme temps : ils ont été analysés dans la revue citée plus haut 
(Parkinson et Moreau {3]) (1). De plus, Froeschel [2] prépare 
actuellement des répliques de tissus végétaux sur des plaques de 
gélatine (plaques photographiques), mais ne semble pas avoir 
encore tenté d’essais en biologie du sol. 


OBSERVATIONS 
SUR LA METHODE DES REPLIQUES NITROCELLULOSIQUES. 


Le principe de la technique est le suivant: nous cherchons 
& obtenir une véritable réplique négative du mycélium et de la 
surface des racines. Pour cela, nous utilisons un vernis composé 
de nitrocellulose, mise en solution dans un mélange de cétones et 
de solvants chlorés, avec addition d’un plastifiant. Ce vernis (2) 
peut étre aisément étendu sur une surface quelconque. I] séche 
en une demi-heure environ et fournit une réplique négative abso- 
lument fidéle, que l’on peut examiner 4 tous grossissements, en 
microscopie ordinaire, et méme A des grossissements moyens, en 
microscopie électronique. 

En biologie, l'une des principales difficultés, signalée a l’occa- 
sion d’essais antérieurs d’extension de la méthode a l'étude des 
tissus végétaux, vient de la mauvaise compatibilité des solvants 
et de eau; ainsi, pour peu que le support soit humide, la 
réplique présente un voile laiteux da a |’inclusion de bulles micro- 
scopiques. Dans ces conditions, observation en lumiére trans- 
mise se trouve limitée a de trés faibles grossissements, alors que 
celle en lumiére réfléchie donne aussi une altération inadmissible 
du relief dés que l’on atteint les grossissements moyens. 

Or, a la suite de différents essais, nous avons constaté que ce 
défaut, que seule une déshydratation soignée des supports végé- 
taux avait pu corriger jusqu’ici, pouvait également étre limité par 
une immersion d’assez longue durée (au moins douze heures) 
du spécimen dans l’enduit. Nous avons remarqué qu’il se pro- 
duit alors une déshydratation superficielle, dont le mécanisme est 
encore mal connu, mais qui semble apporter une solution inté- 
ressante au probléme abordé dans cette note. 

Il a été constaté par ailleurs que l’immersion, poursuivie pen- 
dant plusieurs jours, d’un échantillon dans l’enduit nitrocellu- 
losique, n’altérait pas la morphologie des végétaux étudiés de 


(1) Une revue des travaux publiés jusqu’ici dans ce domaine de 
recherches est en préparation (P. Froeschel, R. Moreau et A. Van 
Effenterre). 


(2) Vernis « Replic», de la S. A. P. E. Méthode P. Jacquet-A. Van 
Effenterre. 
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fagon détectable par la microscopie classique. On note cependant 
un certain éclaircissement qui semble indiquer que le milieu 
n’est pas totalement inactif; ce phénoméne est a rapprocher 
probablement de la formation trés lente d’acide nitrique aux 
dépens de la nitrocellulose, ce qui a conduit, en pratique, a limiter 
a environ un an la marge d’emploi du vernis, lorsqu’il est néces- 
saire d’opérer en milieu absolument neutre. 


METHODE. 


Elle consiste done a immerger avec précaution, dans le vernis, 
un morceau de racine préalablement lavée ou non, colorée ou 
non. L’immersion doit étre faite de telle fagon qu’elle n’engendre 
aucun « lavage » de la racine par le vernis, et par conséquent, 
aucun dérangement dans la disposition des éléments de la rhizo- 
sphére. On laisse douze heures, puis on sort la racine trés dou- 
cement et on laisse prendre a l’air. Juste avant que le séchage 
soit complet, on procéde au « démoulage ». On étale ensuite la 
mince pellicule sur une lame de microscope et on monte. I] faut 
remarquer que les opérations de « démoulage » et de montage 
sont trés délicates et doivent étre menées avec le plus grand soin. 
On examine ensuite a tous grossissements. 

Lorsqu’il s’agit de chevelus racinaires de trés petite taille, il 
est évidemment difficile de réaliser des répliques aussi fines. Dans 
ce cas, on peut étendre du vernis sur une lame et y poser déli- 
catement les radicelles (d’aprés Brown; Cf. Verona et Simo- 
nart [5], Parkinson et Moreau {8]). Avant séchage complet, on 
enléve les racines a l’aide d’une pince fine. On remarquera toute- 
fois que cette technique est moins intéressante que la premiére, 
car la réplique obtenue n’intéresse qu’une faible partie de la 
racine, alors que notre technique originale permet d’obtenir la 
copie négative de toute la surface de la racine étudiée. 

Les lames obtenues peuvent étre projetées directement sans 
photographie préalable. 


RESULTATS. 


Les photographies publiées ci-joint donnent une idée des résul- 
tats que l’on peut obtenir en employant cette méthode. 

On remarque tout d’abord que les racines lavées ou colorées 
(fig. 1 et 2) permettent d’obtenir des répliques et donc des images 
trés nettes du mycélium fongique qui vit a la surface des racines. 
Les photographies (voir aussi fig. 3 et 4) permettent de consta- 
ter que les filaments tendent a s’orienter dans le sens de la plus 
grande longueur des cellules de la racine et qu’ils se développent 
trés souvent a proximité immédiate des cloisons cellulaires. Enfin, 
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Fic. 3. — Réplique de racine d’iris non layée, photographiée en lumiére polarisée. 
Gr. x 150. 


Fic. 4. — Réplique de racine de sapin non layée. Lumiére polarisée. Gr. x 150. Sur 
les figures 3 et 4, la terre adhérente aux racines apparait sous forme de_ taches 
blanches. 
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nous n’avons observé (sur iris et sur sapin) que du « mycélium 
actif » et pratiquement pas de formes de reproduction. En ce 
qui concerne le sapin (Abies alba Mill.), nous précisons que les 
racines étudiées sont des racines normales, non mycorhiziques. 
Des racines courtes de ce dernier type sont a l'étude. 

Les répliques de racines non lavées (mais privées cependant 
des grains de terre trop volumineux) et les photographies cor- 
respondantes sont beaucoup plus délicates a réaliser ; toutefois, 
on peut espérer obtenir alors une image plus complete des élé- 
ments mycéliens ou méme bactériens de la rhizosphére (fig. 3 et 4). 

L’observation des répliques en lumiére polarisée est conseillée 
(fig. 2, 3 et 4). De cette facon, les éléments étrangers (terre, par 
exemple), apparaissent sous forme de taches claires ; ils ne peu- 
vent donc étre confondus avec des microorganismes ou des cellules 
de la racine. De plus, les éléments mycéliens ou bactériens sont 
plus nets, mieux contrastés. 

Grace a cet artifice d’ailleurs, nous pensions pouvoir décider 
si les images mycéliennes observées correspondaient constamment 
a des micro-moulages ou si des fragments de mycélium étaient 
arrachés par la réplique, comme cela peut étre le cas pour des 
morceaux de tissus racinaires morts, superficiels. Jusqu’ici, nous 
n’avons pu trancher : il semble toutefois que les deux cas sont 
susceptibles de se présenter. 

Remarquons enfin que, 4 l’inverse de certains auteurs, nous 
ne pensons pas que cette méthode, comme toutes celles d’obser- 
vation directe, permette une appréciation quantitative des micro- 
organismes de la rhizosphére, du moins en |’état actuel des choses. 
On sait qu’il y a la matiére 4 discussion : nous y reviendrons 
ultérieurement. 


RESUME ET CONCLUSION. 


Nous présentons une méthode simple, expérimentée depuis plu- 
sieurs années, d’observation directe des éléments fongiques (mor- 
phologie et agencement) de la rhizosphére des plantes supérieures. 
Elle est basée sur l’emploi d’un vernis nitrocellulosique et sur 
la réalisation de fines répliques, véritables micro-moulages de la 
surface des racines. Le matériel minimum en jeu permet d’uti- 
liser cette technique sur le terrain (8). Actuellement, la méthode 
proposée permet donc de réaliser avec sdreté l'étude morphologi- 
que des éléments fongiques de la rhizosphére et de matérialiser 
fidélement cette niche écologique assez difficile A observer. Nous 
cherchons maintenant a l’appliquer a l’observation fidéle des 
bactéries. 


(3) Uniquement en ce qui concerne le prélévement des échantillons 
et leur immersion dans le vernis. 
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SUMMARY 


THE METHOD OF « NITROCELLULOSE REPLICATES )) AND THE DIRECT 
OBSERVATION OF THE FUNGAL ELEMENTS OF THE RHIZOSPHERE. 


A simple method, which has been tested for some years, for 
the direct observation of the fungal elements (morphological and 
organizational) of the rhizospheres of higher plants is described. 
It is based on the use of a nitrocellulose « varnish » and the 
production of replicates which are exact micro-casts of the roots. 
The data presented permit the application of the method to the 
field (especially as it concerns the collection and immersion of 
samples into the varnish). 

Actually the proposed method makes it possible to study the 
morphologic elements of the rhizosphere whith accuracy and to 
produce exact copies of an ecological material difficult to observe 
otherwise. Applications of this method to bacteria are under 
study. 


* 
x* 


Nous remercions vivement de sa bienveillance M. l’Ingénieur 
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présente technique. 
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LIVRES REGUS 


L. C. Gunsalus et R. Y. Stanier. — The Bacteria. A treatise on structure 
and function. Vol. IL : Metabolism. Academic Press, New-York et 
Londres, 1961. Prix : $ 15,00. 


Cet ouvrage est le deuxitme volume d’une série de quatre tomes 
concernant tous les problémes relatifs aux bactéries et édités sous la 
direction des Professeurs Gunsalus et Stanier. 

Ce volume, qui fait suite A celui déja paru et concernant la structure, 
a trait au métabolisme essentiellement. Les troisitme et quatriéme 
tomes, a paraitre, traiteront respectivement de la biosynthése et de la 
croissance des bactéries. 


Ce deuxitme volume comprend 11 chapitres traités chacun par un 
spécialiste en la matiére. Les principaux titres permettent de constater 
que la plupart des chapitres du métabolisme bactérien y sont réunis : 
Métabolisme producteur d’énergie. Fermentation des glucides. Fer- 
mentation des composés organiques azotés. Mécanismes cycliques de 
l’oxydation terminale. Dégradation des substances de haut poids molé- 
culaire. Mécanismes de transport des électrons. Systémes cytochro- 
miques en aérobiose. Systemes cytochromiques en anaérobiose. Trans- 
fert des électrons en dehors des cytochromes. Photosynthése bacté- 
rienne et luminescence bactérienne. C’est un excellent ouvrage qui 
est une heureuse mise & jour des problémes du métabolisme chez les 
bactéries. Boe: 


P. Mozziconacci et F. Girard. — La méningite purulente traitée. Maladie 
modifiée. Problémes nouveaux. 1 vol., 248 p., 16 fig. Masson et Ci, 
édit., Paris, 1961. Prix : 39 NF. 


La méningite purulente traitée constitue une maladie nouvelle, 
modifiée par le traitement et, en partie, créée par lui. Les auteurs 
donnent la description clinique de la méningite traitée, rappellent 
les caractéristiques et les indications des médications sulfamidées, 
antlibiotiques proprement dites et adjuvantes, des méningites puru- 
lentes, puis proposent une ligne de conduite précise de traitement 
de ces affections. 

Parmi les méningites purulentes traitées, ils distinguent des ménin- 
gites rapidement curables, des méningites rapidement mortelles, des 
formes prolongées ou compliquées et leurs séquelles. 

La présentation des médications est précédée d’une étude tres inté- 
ressante sur la diffusibilité dans les espaces méningés. Un chapitre 
précise les indications de la corticothérapie. 

Pour avoir son maximum d’efficacité, le traitement nécessite un 
diagnostic précoce ; il s’établit en trois étapes : traitement d’urgence, 
traitement aprés identification du germe, traitement apres titrage 
de la sensibilité du germe. 


Une bibliographie trés riche complete ce travail. 1s S. 
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R. J. C. Harris. — Biological approaches to cancer chemotherapy, 
1 vol., 431 p. Academic Press. Inc. London 1961. 


Cet important volume contient les textes des communications 
(suivies des discussions) faites au Symposium qui s’est tenu a Lou- 
vain en juin 1960 sous les auspices de 1’;UNESCO et de 1’Organisation 
Mondiale de la Santé. 


La question primordiale, theme de ce symposium, était la suivante : 
comment utiliser les connaissances acquises sur les propriétés des 
cellules vivantes pour la recherche de substances sélectivement actives 
sur les tumeurs ? Quelle est la meilleure voie >? La réponse est diffi- 
cile 4 donner. Tous les indices sont également précieux. 31 points 
de vue sont exprimés par des spécialistes appartenant aux disciplines 
les plus diverses. Les titres suivants figurent au sommaire : 


General cell theory and drug design (J. F. Dantet1i). Lethal syn- 
thesis (R. A. Prrers). Detoxication mechanisms and the design of 
drugs (R. T. Witiiams). Feedback mechanisms in biological synthesis 
(B. Macasanick). Nucleic acid synthesis and mechanisms of fluoropyri- 
midines (C. HEmELBERGER). Enzymatic interactions between steroid 
hormones and pyridine nucleotides (P. Tatatay). The induction of 
pinocytosis (H. Hotter). Ion transport mechanisms (H. H. Ussine). 
Lysosomes and chemotherapy (C. pve Duve). Oxydation de substrats 
organiques par les peroxydes organiques (P. DremersEmaAn). ‘Tritium 
radiotherapy (W. G. VreRLy). Peptides and macromolecules as carriers 
of cytotoxic groups (Ff. Bercet, J. A. Srock, R. Wapr). An approach 
to the creation of antitumour drugs with diverse action spectra 
(L. F. Lartonova). Biological aspects of chemotherapy with folic acid 
antagonists (W. JAcospson). A procedure for the evaluation of specific 
effects of antitumour drugs (S. Garatrini, V. Patma). Protection and 
restauration of bone marrow in laboratory animals following admi- 
nistration of radiomimetic drugs (J. Maisin). Population changes and 
drug resistance in tumours (G. Kien). The isoantigens of malignant 
cells (P. A. GoreR). An immunological approach to tumour growth 
control (L. A. ZimserR). Modifications antigéniques en cultures tissu- 
laires (P. pe Somer, A. Prinze). Biological foundation of cancer 
control by hormones (J. Furra, K. Unrar). Hormones dependence and 
autonomy (O. Muntzocxk, R. Van Nig). Cytotoxic hormones (H. Lerrre). 
The possible role of electron microscopy in the study of the biological 
aspects of cancer chemotherapy (F. Hacurnau). Electron microscopic 
studies on the process of vacuole formation induced by plant poly- 
saccharides in ascites tumour cells (A. J. Darron, M. Bexxin). Relation 
of viral functions to cancer chemotherapy (S. E. Luria). Tolerance and 
interference (J.C. Harris). Carcinolytic viruses (A. E. Moore). The 
connective tissue substrate (B. Mc Lovucurin). Anticarcinogenesis 
(R. Kivosira). Prophylaxis (J. Maisin, G. Lampert). 


Cet ouvrage fondamental est 4 lire non seulement par tous ceux 
qui travaillent dans le domaine de la chimiothérapie du cancer, mais 
encore par tous les chercheurs qui s’intéressent 4 un probléme tou- 


chant le cancer. 
Aves 
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Current trends in allergy types of allergic reactivity. Bronchial asthma. 
1 vol., 240 p.. S. Karger, édit., Bale et New York. Prix : 36 Frs 
suisses. 


Dans les 30 articles réunis dans cet ouvrage, les auteurs qui ont 
participé au 4° Symposium du « Collegium Internationale Allergolo- 
gicum », qui s’est tenu & Rome en novembre 1950, étudient : les 
réactions allergiques des types immédiat et retardé et les relations 
des maladies allergiques dues & une auto-sensibilisation avec ces types 
de réactions allergiques ; le réle des médiateurs chimiques dans les 
réactions allergiques et les mécanismes intervenant dans leur libé- 
ration ; l’importance du « terrain » chez les sujets présentant des 
manifestations allergiques ; l’asthme bronchique, ses complications et 
leur traitement ; les épreuves de provocation dans l’allergie respira- 
toire aux pollens des Composées. Le premier article évoque les diffi- 
cultés que présente 1’étude des anticorps responsables des réactions — 
allergiques, et le dernier article, les difficultés de l’étude des facteurs 
psychiques dans les manifestations allergiques. 

GG, 


R. Chambers et E. L. Chambers. — Explorations into the nature of the 
living Cell. 1 vol., 350 p. Harvard University Press, Cambridge, 
Mass., 1961. 


Cet ouvrage représente la somme des résultats acquis par R. Cham- 
bers par ses recherches sur les structures cellulaires par les méthodes 
de microdissection. C’est & la Station de Biologie Marine de Woods 
Hole que l’auteur s’orienta, dés 1912, vers ces techniques et il y tra- 
vailla jusqu’a sa mort en 1957. Il eut, entre-temps, la charge de la 
Chaire de Biologie de |’Université de New York de 1927 4 1947. Son 
fils, Edward, Professeur de Physiologie Cellulaire 4 l'Université de 
Miami, nous livre cette synthése de l’ceuvre de son pére. 

L’ouvrage traite successivement de l’unité protoplasmique, des mem- 
branes cytoplasmiques, de l’action des sels sur le protoplasme, de la 
concentration en ions hydrogéne sur les composants cellulaires, de la 
pénétration des colorants dans les cellules et des colorations vitales, de 
Vaster, du fuseau et de la division cellulaire. Enfin, deux chapitres 
de techniques de micromanipulations terminent l’ouvrage. 29 pages 
de bibliographie et un index facilitent l’utilisation de ce beau livre 
de biologie cellulaire. 
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Comité d’experts des Drogues engendrant la Toxicomanie, onzitme 
rapport. Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports 
techniques, 1961, n° 211 ; 16 pages. Prix : Fr. s. 1, 1/9 ou $ 0,30. 
(Dépositaire pour la France, Librairie Masson, Paris). 
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